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Ceskoslovenskad
MIKROBIOLOGIE

roéntk 1. (1956) — ¢&. 5

Nové poznatky pti pouZiti plisiiovych amylolytickych preparéti
pro zcuktovani bramborovych zipar

Poloprovozni pokusy s plisiiovymi preparaty pfi vyrobé lihu z brambor

KAREL BERAN, MIKULAS BURGER a STANISLAV ZELENKA

(leskoslovenskéd akademie véd, Biologicky tstav, mikrobiologické oddéleni, Praha
Reditel Biologického ustavu akademik Ivan Malek
Vysoké $kola chemicko-technologické, katedra technologie glycida, Praha

Doslo 27. 2. 1956

Mnoho pracovniki se jiz dlouhou dobu zajimé o pouziti plisiovych amylolytickych
preparatii v lihovarstvi. Usiluji bud o dplnou anebo &isteénou ndhradu za slad,
nutny pro zcukfovani 8krobnatych surovin. Prvy, jenz nahradil slad plisni Asper-

2

gillus oryzae, narostlou na otrubdch, byl Takamine (1914) (plisfiovy slad, taka-
diastasa). V daldich pracich se ukézalo, Ze takovychto amylolytickych preparati
Ize tisp&Sné pouzit pii zpracovani Skrobnatych surovin na lih misto sladu. U nés jiz
v roce 1923 upozornil na moznost poutiti plistiovych kultur v zemédélskych liho-
varech Zelenka (1923), dile pak Sova (1950, 1953), Starka (1952) a Kleinzeller (1952).

Pii zcukfovéni Skrobnatych surovin plisndmi se pouzivd dvou ruznych technologickych postupt.
Pii t. zv. zptsobu ,,amylo* (Erb a Hildebrandt 1946) se pouZivé plisni rodu Rhizopus éi Mucor, jet jsou
kultivovény aerobns 24 a% 48 hodin v zépafe pfedem ztekucené. Pti riistu téchto plisni prob&hne zéroven
zcukieni Skrobu a jako nésledny proces se urychluje kvadeni pfiddnim kvasinek. Timto zpusobem:se
pracuje ve velkych lihovarech ve Francii, Madarsku a Rumunsku. ProtoZe u nds maji zemédélské liho-
vary malou kapacitu a tento zpisob vyZaduje sloZitého strojniho zafizeni i obsédhlé kontroly, neuhradil
by vyssi vyteézek lihu podstatnd vyssi naklady.

V&tai zdjem se soustteduje na druhy zptsob, pfi ném% se pouZivd dvou druht plisni rodu Asper-
gillus: Aspergillus niger a Aspergillus oryzae. Pro technologicky proces je mo#no pouZit preparétt téchto
plisni, pfipravenych na pevnych substratech, zejména otrubéch (Lu Cheng Hao a sp. 1943, Roberts a sp.
1944, Underkofler a sp. 1939, 1946, Schwene a sp. 1940), i na tekutych substratech submersnd. Jako
substratu bylo té% poutito suenych a pfizivenych Skrobdrenskych zdrtkd (Sova 1950). Pro kultivaci
na tekutych ptidéch se pouivé hlavnd plisné A. niger (Le Mense a sp. 1949, Teixeira a sp. 1950, Adams
a sp. 1947). Jedna z vyhod pfi pouziti téchto preparatii spotivé v tom, e zdkladni technologicky proces
pii vyrobs lihu se celkem nemséni, jen misto sladu se poufije plistiovych preparatii.

Pti zeukiovacim procesu se pfidava 3 a% 4 9, amylolytickych preparitu, ptipravenych kultivaci
plisné A. niger i A. oryzae na otrubdch v suchém stavu na véhu obili misto 8 az 10 9, zeleného sladu.
Preparétti tekutych, pfipravenych submersni kultivaci, se pfidava 10 a% 20 %, objemu zépary. Jak bylo
dokézéno v mnohych pracich, jsou vytdiky lihu dosafené témito preparity a vztatené k vytéikim
teoretickym ve srovnéni se sladem pfi nejmenSim tytés, ale ve vdtsind pfipada o 2 az 129, vyssi
(Lu Cheng Hao a Jump 1945, Teixeira a sp. 1950, Roberts a sp. 1944, Adams a sp. 1947, Underkofler & sp.
1939, 1946). Je té% zndmo, %e kvadeni zépar, zcukfenych plisfiovymi preparéty, probihé rychleji. Té%
smési sladu & plistiovych preparat bylo dosaZeno vyssich vytézka pii zcukfovéni obilnin. Jinych vyhod
poutiti smasf neskyté. Vyssich vytézka viak nebylo dosateno poutitim smési p¥i zcukfovéni bramboro-
vych zépar (Malcher 1954).

Je jasné, %o maximélni vytézky lihu zévisi pfedeviim na dokonalé hydrolyse pfitomného &krobu
na zkvasitelné cukry. Z lihovarské praxe pfi zpracovéni brambor i obilnin je zndémo, ¥e dokonalé pfeve-
deni zmazovat&lého &krobu ve zkvasitelné cukry zévisi na téchto dvou podminkéch: 1. Na dokonalém
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probéhnuti vlastnitho zcukfovaciho procesu, t.zv. zcukfeni, kdy amylolyticky preparat je ve styku
s upafenym dilem pfi zcuktovaci teploté az do dosazeni achroického bodu pti zkousce jodovym roztokem.
Pti tomto procesu se vytvaii asi 50 9, zkvasitelnych cukri a ostatni mno#stvi $krobovych molekul se
rozpadd v dextriny o kratsich &i deldich fetézcich. S timto procesem je té% spojen jiny technologicky
problém, ztekuceni zépary. 2. Na fézi dokvéfeni, kdy pi#i kvageni, zejména v pozdéjsich hodinach,
jsou dextriny, vzniklé p¥i' procesu zcukfovéni, dale stépeny na zkvasitelné cukry (Pan a sp. 1950).
Aby k tomuto dal$imu Stépeni dextrint dolo, je nutné, aby amylolytick4 aktivita uZitého preparétu
nebyla poskozena neb znidena, coz se éasto stdvé v provozech zvysenou teplotou nebo vyssi kontaminaci,
zejména kyselinotvornymi bakteriemi.

Pii sledovani obou téchto fizi &t&peni 8krobu a dextrind plistiovymi preparaty A. niger a 4. oryzae
bylo zjisténo, e duleZitym &initelem pii hydrolyse celé skrobové molekuly je optiméalni teplota. Opti-
mélni teplota pfi 60minutovém zcukiovéni bramborovych zépar pfi pouZiti preparatu A. oryzae &éini
55 °C, pii poutiti preparatu A. niger 65°C (Beran a Burger 1956, Burger a Beran 1956a). DodrZeni
teploty je dileZité zejména u prepardtu A. niger, pondvad? jeho hydrolytickd ¢innost je teplotou silné
aktivovédna. Jeho aktivita pro tvorbu zkvasitelnych cukri pifi hydrolyse $krobu byla 7,34krat veétsi
pfi 65 °C ne# pii 30 °C, zatim co u A. oryzae pii 55 °C jen 2,54krat vétsi (Burger a Beran 1956a). Tyto
preparaty se lisi té2% optimalnim pH pro dextrinaci 8krobu. Pro preparat A. oryzae byla nalezena hod-
nota 6,1, pro 4. niger 4,5 (Beran a Burger 1956). MoZnost pouZit tohoto nizkého pH u preparatu 4. niger
mé duleZity vyznam pro technologii zem&de&lskych lihovari. P¥i tomto pH je jiz pomnoZovaci schopnost
vétsiny kontaminujicich mikroorganismu silné omezena.

V souvislosti 8 druhou fézi tvorby zkvasitelnych cukrii z dextrint bylo zjiiténo, %e preparat A. niger
zpusobuje intensivnéjsi hydrolysu dextrin ne% A. oryzae. Za soudasného vykvéseni kvasinkou Saccharo-
myces cerevisiae R X1II vzniklo z pfitomnych hrani¢nich dextrina 91,2 9 zkvasitelnych cukra pii ¢in-
nosti prepardtu A. niger a 73,6 9, u preparatu A. oryzae. Déle bylo zjisténo, ¥e preparit 4. niger sice
intensivng tvoii nezkvasitelné oligosacharidy s 1,6-glukosidickou vazbou (isomaltosa, panosa), aviak
tyto oligosacharidy té% siln® 8t8pi. Vyznam tohoto enzymatického systému, 3tdpiciho 1,6-glukosidické
vazby, je pro vytéinost lihu jistd velky. Naproti tomu u A. oryzae tato hydrolytickd ¢innost neni zjevné
(Burger a Beran 1954).

Zatim co iplnou ndhradu sladu p¥i zpracovani obili lze podle Setnych praci po-
kladat za vyfeSenou, pfi zpracovani brambori se pouZivalo u nds i jinde (Mal-
cher 1954, Sotnitenko 1955) jen ddsteéné ndhrady sladu, t.j. smési hvozdnéného
diastatického sladu s amylolytickym plistiovym preparatem ve snaze ziskat dobré
vytézky lihu a zabranit technologickym obtiZim. Svou praci o optimalnich podmin-
kach pro zeukfovani bramborovych zapar a touto pfedkladanou praci se snaZime
doplnit tuto mezeru a pokusit se o dplnou ndhradu sladu. Pfedkladand prace je
ovéfenim teoretickych vysledkd v praxi.

Materidl a metody
Mikroorganismy & amylolytické preparaty

Pouzité mikroorganismy. K pripravé amylolytickych plisiiovych preparitd jsme pouzili téchze dvou
druht plisni Aspergillus niger a Aspergillus oryzae jako v predchézejicich pracich (Burger a Beran
1954, 1956a, b). K zakvaSeni sladkych zédpar jsme uZili droidarenské kvasinky ndsadni generace ze
Stiedoteskych drozdéren a lihovarii (zdvod Droidérna Kolin, n. p.). P¥i laboratornich vytéZnostnich
pokusech jsme pouzili kvasinek Saccharomyces cerevisiae R XII. Kvasinky byly kultivovany na 10 °S
sladince pfi 28 °C.

Zdkladni suroviny. Plisn& jsme péstovali na pSeniénych otrubdch. K pokustm jsme pouzili bramborti
jednotné sorty Rapid E4 o 8krobnatosti 20 9,. Jako srovnévaciho amylolytického preparatu jsme poutzili
zeleného osmidenniho pivovarského sladu, pfipraveného z druhé t¥idy jedmene. U laboratornich vytez-
nostnich pokusii jsme pouzili suSeného diastatického sladu. Zapary pro laboratorni vytéznostni pokusy
byly pfipraveny z bramborovych vlodek s obsahem Skrobu 65,68 9.

Priprava amylolytickych plistiovych prepardti. Pro zcukieni zdpar v poloprovoznich pokusech jsme
pouzili kultury plisni A. niger a A. oryzae, na vzduchu suSené a mleté, narostlé na sterilnich otrubdch.
Pripravu preparatu pouzitych pii laboratornich vyt&znostnich pokusech jsme popsali jiz d¥ive (Burger
a Beran 1954).

K pripravé preparati jsme pouiili hlinikovyeh nebo smaltovanych mis dvou raznych velikosti,
na néZ jsme rozprostreli sterilni otruby do tenké vrstvy (2,5 cm). Na jedné mise bylo zpracovano 550 g
nebo 900 g otrub. Otruby na misdch jsme o¢kovali rovnomérnym posypanim jejich povrchu smési spor
se sterilnimi otrubami.

Sporové inokulum jsme ptipravili z dobfe vysporulovanych plisiovych kultur, narostlych v Rouxo-
vych lahvich na 10 °S sladince ztuZené agarem. Spory s povrchu kultury jsme setieli sterilnimi otrubami
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a této smési poutili k inokulaci otrub p#i vlastni pfipravé prepardtt. Otruby byly sterilovany dvakrét
po 24 hodinéch pii tlaku jedné atmosfery.

Zaotkované otruby jsme ovlhéili stejnou vahou sterilni vody, misy prikryli papirovymi kryty a umis-
tili v termostatu. Kultivace trvala pfi 25 °C a% &ty¥i dny. V ndkterych piipadech bylo nutno piikrapét
rostouci kultury sterilni vodou.

Piprava zdpary a postup pii laboratornich vyté#nostnich pokusech

Pripravu zépary z bramborovych vlotek jsme popsali jiz dfive (Beran a Burger 1956). Na rozdil
od popsaného postupu ¢inil objem zépary pfi vytéinostnich pokusech 200 ml; k pokustm jsme pouZili
500 ml varnych bangk. Zapara obsahovala 15 %, 8krobu a mnozstvi pfiddvanych prepardti ¢inilo
15 9, véhy piitomného Ekrobu. Prepardty byly pfiddvény ve dvou &éstech, 10 9, vahy Skrobu pfi
zeukYeni a 5 9, pred zkvasenim. Zcuktovéni trvalo 1 hodinu pfi 50 °C preparétem A. oryzae a pii 60 °C
u sladu a prepardtem A. niger. K zakvéSeni zdpary jsme pfidali 10 ml husté kvasni¢né suspense tak,
aby konetné koncentrace kvasniéné susiny &inila 0,6 9,. Baiiky byly uzavieny kvasnou zétkou a umis-
tény v termostatu. Kvadeni probihalo p#i 28 °C 48 hodin.

Zékladni technologicky postup a zafizent

ZaFizent. Poloprovozni pokusy jsme konali v pokusném lihovaru katedry kvasné chemie a technologie
na Vysoké skole chemicko-technologické v Praze. Lihovarsks linka sestévé z tohoto zafizeni: 1. Henzeuv
pafék na maximélni mnoZstvi brambor 200 kg; 2. zapafovact kdd normélnfho vybaveni o obsahu
400 litrd; 3. kvasné kadetky o obsahu 800 litri, 2 celodievéné a 2 dfevéné, vyloZené médénym plechem;
4. periodicky destila¢ni aparit s vafékem o pracovnim obsahu asi 300 litra.

Pafens brambor a zcukfovdni upafendho dila. Vyprané brambory o véze 140 kg jsme v Henzeovd
patéku upaiili obvyklym zptsobem. Kondensni vodu jsme nevypoustsli.

Pied zadétkem vyhéndni upafeného dila byla do zcukiovaci kéd$ vyfouknuts kondensni voda
z patéku, pfichlazena na teplotu udrfovanou pti vyhénéni a do ni byl rozmichén prvy dil amylolytického
preparétu. Po vyhnéni asi jedné poloviny dila byla pfidéna druhé ¢4st a po skondeni vyhénéni a upraveni
zeukfovaci teploty treti d4st. Rozdily od tohoto zékladniho postupu jsou uvedeny u piisluinych pokusi.
Preparéty byly pred pfiddnim zvih¢eny vodou. Dilo bylo udrzovéno pfi zceukfovaci teplotd jednu hodinu.
V nékterych pripadech bylo dilo okyseleno kyselinou sirovou na pH 4,5.

Kuvadeni. Po zcukfeni byla zépara ochlazena na nésadni teplotu 22 az 25 °C. K zakvakeni jsme pridali
0,5 kg lisovaného dro¥di rozmichaného ve vodé. Kvaeni trvalo 72 hodin.

Analytické metody

Skrobnatost brambor jsme stanovili densimetricky. Pafené dilo jsme kontrolovali makroskopicky
a upafeni mikroskopickym zji¥ténim rozlusténi Skrobu. Zjistili jsme, Ze véechny varky byly dokonale
upafeny. Zcukfovéni jsme sledovali jodovou zkouskou mikroskopicky. Obvyklymi metodami jsme stano-
vili sacharisaci, titra¢ni kyselost, pH, stupfiovitost alkoholu, alkohol ve vypalcich, alkohol po novém
zkvageni a alkohol po inversi. Alkohol p#i vyté¥nostnich laboratornich pokusech jsme zjistovali po dvoji
destilaci pyknometricky. Ve zralé zdpafe jsme stanovili neporufenost ,.diastasy podle Ellrodta.
Redukéni mohutnost jsme zkoumali metodou Schoorlovou (Schoorl 1917). Mnozstvi redukujicich 1atek
jsme vyjadiili jako glukosu. U chromatografickych analys bylo poutito metody Greenovy a Stoneovy
(1952), kterou jsme upravili. Jako standardii jsme pouZili chromatogrami sladiny a maltosy, inkubované
s prepardtem A. niger, jejich% rozloZeni cukra je zndmé. Pfi chromatografovéni sladkych zépar jsme
nanégeli na chromatograficky papir poloviéni mno#stvi vzorka ne# u zépar kvasicich a zralych. Cistota
kvafeni byla téz sledovéna mikroskopicky.

Vysledky
Laboratorni vytéZnostni pokusy
Vysledky vytéZnostnich laboratornich pokust uvadime v tab. 1.

Tab. 1. Laboratorni vytéinostni pokusy

| )
Amylolyticky preparat Slad I A. niger A. oryzae . 1114 Zzlezra .
Vytezek (Y, teorie) 85,7 l 91,4 81,2 92,1
|
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Vytézky, dosaZené s preparaty A. niger nebo smési preparati A. niger a A. oryzae,
jsou ptiblizné o 6 %, vyssi neZ se sladem. Vytézky, dosaZené s preparatem A. oryzae,
se priblizuji vytézkim se sladem.

Poloprovozni pokusy

Zcukfovdni bramborovijch zdpar sladem. Mnoistvi zeleného sladu, pouZitého v po-
kuse, odpovidalo 15,9 9, piitomného $krobu. P¥i vyhanéni byla udrZovana v zapato-
vaci kadi teplota 40 °C. Zcukiovani trvalo pti 49 °C jednu hodinu. Jodova zkouska,
provedena po této dobé, ukazala dokonalé zcukfeni dila. Vysledky zapafky 1 a 2 jsou
uvedeny v tabulkach 2, 3, 8, 9 a na obr. 1.

Tab. 2. Rozbor sladké zapary zcukiené Tab. 3. Rozbor sladké zapary zcuklend
sladem a pribsh kvaSeni. Zaparka 1. sladem a prabsh kvaSeni. Zapdika 2.
]
Doba kvaseni 0 24 48 72 Doba kvaseni 0 14 38 72
v hod. v hod.
Sacharisace 8° | 17,25 8,25 | 3,65 2,90 Sacharisace 8° | 15,90 | 12,80 | 3,55 ! 2,4
Teplota °C 22 27 26 23 Teplota °C 22 22 27 | 24 ’
Titradni kyse- Titraéni kyse- 1
lost 0,2 0,32 0,6 0,95 lost 0,20 § 0,28} 0,57 | 0,92
pH 5,4 5,0 4,3 4,1 pH 5,5 5,4 4,6 ‘ 4,2
Redukujici Redukujici i
latky 9%, 6,98 | 2,09 | 0,65| 0,32 latky Y, 6,54 | 3,82 0,431 0,28
!

Jak je patrno z tabulek 2 a 3, ¢&inila sacharisace sladké zapary prvni zapatky
17,25°S, druhé zaparky 15,9 °S. Prabéh titradni kyselosti a zejména pH ukazuje dosti
zna¢ny piiristek kyselosti béhem kvaSeni, ktery v8ak neptekrodil obvyklou hranici
v béiném provozu. Tento piirtstek titradni kyselosti, jen se téZ projevil poklesem pH
pod hodnotu 4,5, byl zplsoben mirnou kontaminaci, kterd se viak pohybovala v p¥i-
pustnych mezich. Tato okolnost zpisobila, Ze byla po skondeném kvageni Ellrod-
tovou zkouSkou zjisténa pritomnost jen malého mnozstvi i¢inné diastasy. Hodnoty
redukujicich latek (%, glukosy) v 72. hodiné kvaSeni a chromatogram z téze hodiny
kvaseni ukazuji dokonalé vykvaSeni zkvasitelnych cukri. Na chromatogramech
je téz patrno, Ze nebyla zcela vykvaSena maltotriosa a zbylo néco vyssich oligo-
sacharidti. Nedostateéné prokvaseni maltotriosy zfejmé souvisi s méné vhodnymi
vlastnostmi pouzitych kvasinek. V tabulce 8 jsou uvedeny rozbory vypalka. Také
tyto hodnoty ukazuji, Ze zcukfeni Skrobu i prokvaSeni zdpar probéhlo uspéiné.

ZicukFovdant bramborovijch zdpar kombinact prepardti A. niger a A. oryzae. Postup
pii pripravé zapaiky 3 a 4 se ponékud lisil. U tieti zapaiky byla prva ¢ast preparatu
A. oryzae piidana na podatku vyhanéni upafeného dila do kondensni vody pii
teploté 55 °C. Béhem vyhanéni byla teplota v zapatovaci kadi udrzovana na 50 az
55 °C. Druha &ast preparatu A. oryzae byla pfidana po skondeném vyhanéni a zapara
byla ponechana 15 minut pii teploté 55 °C. Po této dobé byl piidan preparat A. niger.
Jodova zkouska ukazala, Ze zcukteni po této dobé (asi 20 minut od konce vyhanéni)
bylo jiz tplné. Kyselost byla upravena na pH 5 a zipara zchlazena na zdkvasnou
teplotu. Zapara vykazovala sacharisaci 16,4 °S a byla daleko tekutéjsi nez zapary
piipravené se sladem. Celkové mnozstvi pouzitych preparati éinilo 17,6 9, vahy
vneseného 8krobu, z tohoto mnozstvi pripadalo 8,8 9, na preparat A. oryzae
a 8,8 9% na A. niger.
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U &tvrté zapaiky byl postup tyZ (az do 15minutového prodleni pii teploté 55 °C)
jen s tim rozdilem, Ze veskeré mnoistvi pouzitého preparitu A. oryzae bylo pfidano
najednou na podétku vyhanéni. Po 15minutovém prodleni byla teplota zvySena
na 65 °C, ptidan preparat A. niger a pH zépary bylo upraveno piidavkem zfedéné
kyseliny sirové na hodnotu 4,5. P¥i uvedené teploté bylo dilo zcukfovano 45 minut.
Sacharisace zapary vykazovala hodnotu 15,3 °S; zépara byla daleko tekutéjsi nez
zépary pripravené se sladem. Celkové mnoiZstvi pouZitych preparat ¢&inilo 11,3 %,
vahy Skrobu, z &ehoZ preparatu A. oryzae bylo 3,9 %,. Vysledky téchto pokusi jsou
uvedeny v tabulkich 4, 5, 8, 9 a na obr. 2.

Tab. 4. Rozbor sladké zépary zcukiené Tab. 5. Rozbor sladké zdpary zcukiené
smési prepardtt A. oryzae a A. niger a pribsh smési preparati A. oryzae a A. niger a prub&h
kvaseni. Zapéika 3. kvageni. Zaparka 4.

Doba kvaseni 0 24 48 72 Doba kvageni 0 14 38 79

v hod. v hod.

Sacharisace S° | 16,4 4,4 1,7 1,7 Sacharisace S° | 15,30 | 4,40 | 2,00 | 1,95
Teplota °C 25 32 28 22 Teplota °C 25 28 27 20
Titraéni kyse- Titraéni kyse-

lost 0,50 { 0,70 | 0,80 ; 0,92 lost 0,60 | 0,70 0,75 | 0,88
rH 5,0 4,5 4,2 4,1 pH 4,5 4,3 4,1 4,0
Redukujici Redukujici
latky 9, 7,33| 0,56 | 0,34 0,29 latky 9, 7,07 | 0,55| 0,35 0,43

|

Jak je patrno z hodnot ziskanych pii sledovani pribéhu kvaseni (tab. 4, 5)
a z rozboru vypalkl (tab. 8), prob&hla hydrolysa Skrobu a dextrinii lépe nez pfi
poutziti sladu. Pokles hodnoty pH byl proti sladu mensf, i kdyz pH kleslo téZ pod hod-
notu 4,5. Mikroskopicky byl zjiitén jen ojedinély vyskyt kontaminujicich mikro-
organismi. Tyto vysledky téz odtvodiiuji ziskdni vétsiho mnozstvi lihu, nez tomu

L

F .- G
G '. Ga
M
" °0
874 : ® m
M, . . * [ TR . ' M,
P = . i '
LA e s P
Hod. 02448 72(0 1438728, S, Hod. 0 24 48 72|0 14 38 72 S, ¥,
Zapéatka 1 Zapatka 2 Zapaika 3 Zapérka 4
Obr. 1. Chromatografické sledovani vykvaseni Obr. 2. Chromatografické sledovéani vykvaseni
zdpar zcukfenych sladem. zdpar zeukfenych smési preparéti

. 4. niger a A. oryzae.

F — fruktosa, Ga — galaktosa, @ — glukosa, M — maltosa, M; — maltotriosa, IM — isomaltosa,
P — panosa, 8; — maltosa inkubované s prepardtem A. niger, S, — sladina.
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bylo pii pouZiti sladu. Chromatogramy uvedené na obr. 2 vykazuji znamou tvorbu

oligosacharida s 1,6 — glukosidickou vazbou, isomaltosu a panosu, vzniklych trans-

glukosidadni éinnosti. Je patrné, Ze tyto oligosacharidy byly béhem kvaseni hydro-

lysovany. Vyskyt maltotriosy lze vysvétlit obdobné, jako tomu bylo u zéapar,
zeukfenych. sladem.

Kromé jiz znamych cukri, které vzni-

— ; kaji pti hydrolyse Skrobu enzymatickym

- ptsobenim plisiovych preparati, vznikly

pii kvaseni ¢innosti téchto preparati

jesté dalsi cukry. Skvrny v dele chro-

matogramu jsou pravdépodobné pentosy

a galakturonové kyseliny. Zajimavym na-

F lezem je objeveni se galaktosy po prvém

¢ dnu kvageni, ktera neni v tomto ptipadé
Ga zkvasovana.

Zcukiovani bramborovijch zdpar prepard-

M tem A. miger. Preparat A. niger byl pii-

M davan k upafenému dilu na dvakrat: prva

o ¢ast preparatu na zatatku vyhanéni do

3 i1 7 . 7w 7

kondensni vody a druha na konci vyhanéni.

P Béhem vyhanéni byla v zapafovaci kadi

udrzovana teplota 60 °C. Po skondeném

Hod. 0 24487210 143872 §, S, vyhanéni byla teplota upravena na 65 °C

Zapéika 5 Zapéika 6 a pH na hodnotu 5. P¥i této teploté bylo
F — fruktosa, Ga — galaktosa, G — glukosa, dilo z'cukrovx‘rano ](vadnu' hodinu. Zapara se
M — maltosa, M, — maltotriosa, IM — isomal- zbarvila pfi zkousce jodovym roztokem
tosa, P — panosa, S, — maltosa inkubovand slabé ruzové.

s prepardtem A. niger, S, — sladina. U zapaiky 5 bylo pouzito 14,3 %, pre-
Obr. 3. Chromatografické sledovani vykvaseni paratu vahy Skrobu a sacharisace zapary
zépar zeukfenych prepardtem A. niger. ¢inila 15,6 °S, u Sesté zapatky 11,7 9, a sa-

charisace byla 16,2 °S. Ztekuceni obou
zapar bylo normdlni. Vysledky téchto pokusii jsou uvedeny v tabulkich 6, 7,
8, 9 a na obr. 3.

Hodnoty uvedené v tabulkiach ukazuji, Ze hydrolysa Zkrobu a dextrintt probéhla
dokonale. Totéz potvrzuji chromatogramy (obr. 3), na nichZ je téZ patrné malé
mnoZstvi vzniklé galaktosy. Mikroskopicky bylo zjisténo, ze kvaSeni probéhlo zcela
¢isté, nepozorovali jsme vyskyt cizich mikroorganismii. Ellrodtova zkouska, prove-

Tab. 6. Rozbor sladké zépary zcukiené pre- Tab. 7. Rozbor sladké zdpary zcukiené pre-

paritem A. niger a pribsh kvaseni. paritem A. niger a prab&h kvaseni.
Zapéatka 5. Zapétka 6.

Doba kvageni Doba kvaseni .

v hod. 0 24 48 72 v hod. 0 14 38 72
Sacharisace S° | 15,6 6,3 2,3 1,75 Sacharisace S° | 16,20 | 7,30} 2,10 1,65
Teplota °C 22 26 26 23 Teplota °C 22 27 26 22
Titra¢ni kyse- Titraéni kyse-

lost 0,50! 0,58} 0,62 0,79 lost 0,60 | 0,66 0,71 0,74
pH 5,1 4,6 4,5 4,2 pH 5,0 4,6 4,4 4,2
Redukujici Redukujici

latky 9, 6,831 1,257 0,34 | 0,28 latky 9 5,01 1,13 | 037] 0,43
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dené ve zralé zépate, ukazala pitomnost jesté velkého prebytku a}(tiyniho enzyma-
tického systému stépictho Skrob. Tyto okolnosti se piiznivé projevily v mnozs’;t.\cri
ziskaného lihu, které je vetdi neZ pii pouziti smési obou plistiovych preparati.

Tab. 8. Rozbor vypalki

Slad A. niger a A. oryzae A, niger

zapéika 1 l zapafka 2 | zapafka 3| zapéFka 4 | zapéika 5 | zaptka 6

Titra¢ni kyselost 0,5 0,48 0,75 0,6 0,55 0,50
Sacharisace 4,2 4,3 3,9 3,6 3,3 3,56

Alkohol 9, 0,08 0,07 0,03 0,05 0,07 0,08
Alkohol po novém zakvaseni % 0,03 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00
Alkohol po hydrolyse % 0,17 0,19 0,10 0,10 0,07 | 0,09

Tab. 9. Mno#stvi vyrobeného alkoholu

A. niger
zapafka b | zapéika 6

Slad A. niger a A. oryzae
zapétka 1 | zapaika 2 | zapafka 3 l zapéika 4

Litra absolutniho alkoholu 13,99 14,42 15,73 15,03 16,67 16,66

Tab. 10. Rozbor ziskaného surového lihu

Slad A. niger a A. oryzae | A. niger

zapéika 1 | zapéfka 2 | zapéfka 3 l zapéika 4 | zapaika 6

|
Alkohol 9, obj. 56,562 64,34 65,92 48,06 64,46

Aldehydy jako acetaldehyd mg v litru

absol. alkoholu 265 241 380 480 387
Ptiboudlina mg v litru absol. alkoholu 1190 1160 1910 1350 1363
Fural reakce reakce reakce silné reakce

positivni positivni

Volné kyseliny jako kys. octovéd mg v litru

absol. alkoholu 85,0 93,3 72,9 100 93
Estery jako octan ethylnaty, mg v litru

absol. alkoholu 1340 1108 2400 1560 973
Methanol sledy sledy reakce ve stopéch dtto

Jakost ziskaného liku. V tabulce 10 jsou uvedeny rozbory ziskaného lihu, které byly
provedeny ve Zkusebnim a kontrolnim tstavu potravinafského primyslu v Praze.
Z jednotlivych stanoveni je patrné, Ze surovy lih, ziskany ze zapar zeukfenych
plistiovymi preparity, ma téméi totéz sloZeni jako surovy lih ze zépar zcukfenych
sladem. Degustatné byl vsak lih, ziskany pomoci plistiovych preparati, lepsi.

Diskuse

Jednim z technologickych problému p#i zcukiovéni Skrobnatjch surovin a zejména dila z brambor
je rychlé ztekuceni dila pfi vyhénéni a v prvych fizich zcukiovéni. Od urdité doby se traduje v literature
zprava Waldschmidt-Leitzova a Mayerova (1935) o Ué¢inku specidiniho enzymu, ktery se udastni na
ztekucovéni skrobu, t. zv. amylofosfatdsy. Tento enzym, isolovany autory z je¢ného sladu, ztekucoval
&krob za uvolndni H,PO,. Existence tohoto enzymu viak nebyla potvrzena (Redfern 1950). Novaéjsi
préce naopak dokazuji, 26 H;PO, se uvoliluje v pozdéjsich stadiich zcukieni (Klimovskij a Rodzevié 1949)
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& hlubsf pozndni mechanismu hydrolysy skrobu sladovou diastédsou dokazuje, Ze &krob ztekucuje pouze
anebo prevainé x-amylssa (Redfern 1950). Podateéni dinnosti «-amyldsy je velmi rychlé ztekuceni
gkrobu, zptisobené hydrolysou 1,4-glukosidickych vazeb, umisténych vice ke stfedu fetézce skrobové
molekuly. Hollenbeck a Blisch (1941) stanovili, %e pfi plném ztekuceni Skrobu je zhydrolysovéno
pouze 0,5 %, celkovych glukosidickych vazeb. Nésledujici dextrinace a zcukfeni «-amylasou jde poma-
leji. Jestd pri dosaZeni achroického bodu pfi hydrolyse 8krobu x-amyldsou je rozitépeno pouze 10 %
1,4-glukosidickych vazeb (Hollenbeck a Blisch 1941). Tato fakta byla té2 ovéfena na plistiovych prepa-
ratech. Plsiiové a-amyldsa mé obdobné vlastnosti a-amylds jinych prepardtii a je zapotiebi jen malého
mnozstvi tohoto enzymu pro tplné ztekuceni obilnych zépar. Plisiiové preparaty, které obsahuji malo
nebo Z4dnou x-amylasu, davaji husté, gumovité zépary (Corman a Langlykke 1948).

Je zndmo, Ze hlavnim enzymatickym systémem, ¥tépicim #krob u preparatu
A. oryzae, je a-amylésa. Pro &¢innost tohoto enzymu je charakteristické mnoZstvi
vytvofenych jednotlivych zkvasitelnych cukr a jinych fragmentd 8krobu, a to:
malého mnoistvi glukosy, vice maltosy a znadng maltotriosy, maltotetraosy a vys-
Sich dextrinti, tak jak to téZ bylo jiz dfive uvedeno pii chromatografickych studiich
(Burger a Beran 1956b, Starka 1954, 1955). Vyznaénym enzymatickym systémem
preparitu 4. niger je maltésa. Tento enzymaticky systém v nepi{tomnosti a-amylasy
téz hydrolysuje celou krobovou molekulu, ale zcela jinym mechanismem. Odstépuje
glukosu z konct fetézce Skrobové molekuly (Burger a Beran 1956a). Proto je také
v tomto piipadé ztekuceni obtizngjsi a dodrieni optimélnich podminek pro ¢innost
maltasy dilezitéjsi (Beran a Burger 1956). Z nasich pokust je to téZ patrné ze zbar-
veni zdpary jodovym roztokem. Achroicky bod pti pouziti preparatu A. niger se
dostavuje pozdéji a neuplnéji, nez je tomu se smési preparati A. niger a A. oryzae.
Zpisob hydrolysy Skrobu prepardtem A. niger je téx patrny z rozloZeni cukri na
chromatogramech: vzniks znaéné mnozstvi glukosy, malé mnozstvi maltosy a ne-
patrné mnozstvi maltotriosy a vy$Sich oligosacharidi, nehledime-li k oligosacharidiim
s 1,6 - glukosidickou vazbou. Nafe vysledky dokazuji, ze téz pii zeukfovani
koncentrovanych bramborovych zipar je mozno doséhnout dostateiné tekutosti
pomoci preparatu 4. niger, je-li piitomna dostateéns aktivni maltisa (glukogenicky
systém) a dodrzuji-li se optimalni podminky pro jeji ¢innost.

Pravdépodobné mald maltasova aktivita preparatu A. niger, ktery neméa dostatek
x-amyldsy, a dosavadni neznalost optimalnich podminek pro hydrolysu Skrobu
maltisou A. miger, nebo oboji, vedly nékteré autory k zévéru, ze pro zeukfovani
bramborovych zapar nelze pouzit samotného preparitu A. niger a %e je nutno hlavné
z divodi dobrého ztekuceni pouzit té7 piidavku sladu (Malcher 1954). Préce,
sledujici moznost ziskéni prepardtu A. miger s nejvétsi aktivitou maltasy, nebyly
jesté provedeny. Té% pti piipravé prepariti, pouzitych v této praci, se projevila
znaéna proménlivost v enzymatickych aktivitich jednotlivych Sarzi vyrobenych
preparati. Sledovani tohoto cile méZe jesté dale ovlivnit ekonomii zcukfovani
Skrobnatych surovin preparatem A. niger.

K dosazeni maximélnich vyts#ki lihu je dulesité, aby té# dextriny, vzniklé pti procesu zcukfeni,
byly zcela zhydrolysovany ve zkvasitelné cukry. Vyznamnou tlohu pii tom hraje 8t&peni -D-1,6-glukosi-
dickych vazeb, vyskytujicich se v t.zv. hrani¢nich dextrinech (Redfern 1950). Enzymy, 3tépici tyto
anomalni vazby, byly zjistény v riznych amylolytickych preparétech, t6% ve sladu a v plisnich. Ve sladu
je jejich obsah velmi promé&nlivy (Myrbick a Ahlborg 1942). Jiz dfive bylo dokdzéno, %e pouzity preparit
A. niger nejen silnd tvori nezkvasitelné oligosacharidy s «-D-1,6-glukosidickou vazbou, ale té% tyto
vazby intensivnd $tdpi (Burger a Beran 1954).

Vyssi vytézky lihu, dosaZend riznymi autory a té% v této praci plisiiovymi prepa-
raty ve srovnani se sladem, lze vysvétlit té% vétdi pestrosti a v nékterych piipadech
i mnoZstvim enzymatickych systém@ v plisiovych preparatech ptitomnych, $té-
picich jiné uhlohydréty ne# skrob. U plisné 4. niger je znama piitomnost také velmi
aktivnich celulds, f-glukosidas (Burger a Beran 1956b), polygalakturosidés a galaktu-
rosidds. Jak je patrno z chromatogramu (obr. 2), vyznaduje se pouzity preparat
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A. oryzae silné aktivni galaktosiddsou. Tyto enzymatické &innosti se mohou téz
piznivé projevit ve vytézku lihu; jak je patrno v pHpad® vyskytu galaktosy, vytéiky
ge daji vhodnym kvasniénym kmenem jest& dale ovlivnit. Je zajimavé, Ze preparat
A. oryzae se vyznaduje jen nepatrnou &innosti «-D-glukosidds, av3ak zna¢nou
aktivitou galaktosidas.

Provedenymi poloprovoznimi pokusy jsme nesledovali otézku dosazeni maximal-
nich vytézki, ale za tychZ podminek jsme srovnavali pouZiti plistiovych preparati
a sladu pro zcukfovani bramborovych zdpar. Vytéiky jsou pochopitelnd zatizeny
ztratami poloprovozu, které jsou na uzitém zafizeni vy38si neZ v provozu, anebyly téz
korigovdny na mnozstvi odebranych vzorku; ty &inily asi 3 9, objemu zapary.
Téz vytézky, uvadéné u pokusii se smési preparatu 4. niger a A. oryzae, jsou jesté
zatifeny jinymi ztratami, které vznikly z uréitych technickych nedostatkl, aviak
piesto jsou tyto vytézky jestd vysdi, nez vytdiky dosaZené se sladem. Z technickych
déivodi jsme nemohli pouzit déle vedeného lihovarského sladu. Analysy vypalki
vdak dokazaly, Ze i timto sladem prob&hlo zcukieni dobfe. Nepiitomnost dextri-
naéni mohutnosti ve zralé sladové zapafte, zjisténou Ellrodtovou zkouskou, je mozno
proto vysvétlit malou stabilitou a-amylasy pfi nizkém pH, zptisobeném kontaminaci.

Jak je patrno z chromatogrami (obr. 1, 2, 3), vytézky je mozno jesté dale zvysit
pouzitim vhodn&jstho kmene kvasinek, zejména vykvasejicich maltotriosu a pravdg-
podobnd ménd citlivych k alkoholu. Jak je patrno na chromatogramu (obr. 3),
zlistavaji ve zralych zaparach stopy glukosy. To téZ dokazuje nutnost hledat a zavést
vhodné lihovarské rasy kvasinek v nafich zemé&délskych lihovarech. Abychom
dodrzeli jednotny postup v poloprovoznich pokusech, museli jsme pouZit pekaiského
drozdi (ndsadni generace), ad vime, Ze neni mikrobiologicky zcela ¢isté a pro zkvaSo-
vani maltosovych zapar se dobfe nehodi, nebot nechava vétsi nedokvasy a spotie-
buje vét&i mnozstvi cukru k stavbé bunééné hmoty ne% pravé lihovarské maltosové
kvasinky, na pf. R XII (Zelenka 1942).

S technologického hlediska skyta pouZiti preparitu A. niger jesté dalsi vyhody,
které se projevuji ve vysich vytézcich lihu. Relativng vysoks teplota pii zcuktovani
(85 °C) a mo#nost pouziti nizstho pH jiZ pti zcukfeni (4,5 aZ 5) dava piiznivé pod-
minky pro piipravu mikrobiologicky &istych zapar. Téz pH kolem 4,5 se piiznivé
projevuje pti kvaeni. Pfitom neni hydrolyticks aktivita prepardtu nijak nepiiznivé
ovlivnéna. Ellrodtova zkouska dokazuje piitomnost znainého mnozstvi Géinné
,,diastagy jesté ve zralych zdparach.

Pro technologii je té% zajimavy rychlej¥i priibéh kvaleni. Jakost surového lihu
pi poutiti plisiovych preparat k zecukfovani bramborovych zépar je ptiblizng taz,
jako pFi pouziti sladu. Aviak vzhledem k tomu, Ze surovy lih, ziskany pomoci plisiio-
vych preparati, je chutovd lepsi, je mozné, Ze skladba pfiboudliny je jind neZz pfi
pouziti sladu.

Souhrn

Provedli jsme poloprovozni pokusy se zcukfovanim bramborovych zapar plisiio-
vymi preparaty za podminek dfive laboratorné prostudovanych a zjistili jsme toto:

1. Zcuktfovani bramborovych zdpar kombinaci preparata A. nmiger a A. oryzae
i samotnym prepardtem A. niger probihd bez technologickych potizi a pii piiprave
zapar neni nutno piidavat slad.

2. Zapary, zcukifené kombinaci preparati A. niger a A. oryzae, jsou tekutéjsi nez
zapary, zeukfené sladem. PFi pouZiti preparitu A. niger maji normalni tekutost.

3. Vyt&zky lihu ze zapar, zcukienych plisiovymi preparaty, jsou vétsi nez ze zapar,
zcukfenych sladem, a jedté se zvysi pouzitim vhodnych ras kvasinek. Jakost ziska-
ného surového lihu je stejnd jako pfi pouziti plisni i sladu.
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4. PYi uziti preparatu 4. niger zabratuje vy$ii zcukfovaci teplota (65 °C) a nizi
pH (4,5 az 5,0) kontaminaci, a to jak pfi zcukfovéni, tak i vzhledem k pH pii
kvageni.

5. Prokvageni zdpar, piipravenych plistiovymi preparity, je rychlejsi.

6. Zcukfovaci ¢innosti prepardtu A. oryzae se pii kvaSeni uvoliiuje galaktosa.

Literatura

Adams, 8. L., Balankura, B., Andreasen, W. H.: Submerged culture of fungal amylase. Ind. Eng. Chem.
39 : 1615, 1947.

Beran, K., Burger, M.: Studium optimdlnich podminek pro zcukfovdni bramborovych zdpar plishovimi
enzymatickymi prepardty. Cs. mikrobiol. 1 : 97, 1956.

Burger, M., Beran, K.: K otdzce mechanismu hydrolysy dextring plisviovgmi enzymatickymi prepardty.
Chem. listy 48 : 1395, 1954.

Burger, M., Beran, K.: O mechanismu 4%&inky maltdsy plisng Aspergillus niger. I. Viiv teploty na aktivaci
hydrolysy skrobu plisfiovymi prepardty. Chem. listy 50 : 133, 1956a.

Burger, M., Beran, K.: O transglukosidaéni &innosti enzymatického prepardtu plisné Aspergillius niger.

s. mikrobiol. 1 : 26, 1956b.

Corman, J., Langlykke, A. F.: Action of mold enzymes in starch saccharification. Cereal. Chem. 25 : 190,
1948.

Erb, N. M., Hildebrandt, F. M.: Mold as an adjuct to malt in grain fermentation. Ind. Eng. Chem. 38 : 792,
1946.

Green, 8. R., Stone, I.: Fermentability of wort trisaccharide, a factor in variable attenuations. Wallerstein
Lab. Comm. 15, 51 : 347, 1952,

Hollenbeck, C. M., Blish, M. J.: Parallelism between starch dextrinizing and liquefying activities of amylases.
Cereal Chem. 18 : 754, 1941.

Klimovskij, D. N., Rodzevié, V. Z.: Gidroliz krackmala pri dejstviji amilazy rozliénovo proizchoidendija.
Biochimija 14 : 26, 1949.

Kleinzeller, A., Lacko, L.: Tworba amylolytickych enzymé v Aspergillus niger a Aspergillus oryzae. Chem.
listy 46 : 679, 1952,

Lu Cheng Hao, Fulmer, E. I., Underkofler, L. A.: Fungal amylase as saccharifying agents in the alcoholic
fermentation of corn. Ind. Eng. Chem. 35 : 814, 1943.

Lu Cheng Hao, Jump, J. A.: Microbial amylase preparations conversion agents for alcoholic fermentation.
Ind. Eng. Chem. 37 : 521, 1945.

Malcher, J.: Sdéleni na konferenci technické mikrobiologie, Praha 1954.

Le Mense, E. H., Lohns, V. E., Corman, J., Blom, R. H., Van Lanen, J. M., Langlykke, A. F.: Grain
alcohol fermentations submerged mold amylase as a saccharifying agent. Ind. Eng. Chem. 41 : 100, 1949.

Myrbick, K., Ahlborg, K.: Uber Grenzdextrine und Stirke. XIV. Spezifitit der Amylasen und Produkte
threr Wirkung. Biochem. Z. 311 : 213, 1942.

Pan, 8. C., Andreasen, A. A., Kolachov, P.: Rate of secondary fermentation of corn mashes converted by
A. niger. Ind. Eng. Chem. 42 : 1783, 1950.

Roberts, M., Laufer, S., Stewart, F. D., Laletan, L. I.: Saccharification of wheat by fungal amylases for
alcohol production. Ind. Eng. Chem. 36 : 811, 1944.

Redfern, S.: Recent developments in amylase chemistry. Wallerstein Lab. Comm. 13, 41 : 89, 1950.

Sova, V1.: Ndhrada obilnich lihovarskych sladii amylolytickymi prepardty plistiovymi. Pramysl vyZivy
1: 261, 1950.

Sova, V1.: Amyldsy, jejich uéinek a pou#iti. Pramysl potravin 4 : 151, 1953,

Schoorl, N., Regenbogen, A.: Massanalytische Zuckerbestimmung. Z. anal. Chem. 56 : 191, 1917.

Schwene, L., Fulmer, E. I., Underkofler, L. A.: Saccharification of starch grain mashes for the alcoholic
fermentation industry. Ind. Eng. Chem. 32 : 544, 1940.

Sotnitenko, L. P.: O éastitnoj 2amene zernovovo soloda plesnevymi gribami. Spirt. promyslenost 1 : 39,
1955.

Starka, J.: Pfiprava plisfiovych amylolytickych prepardti na pSeniénych otrubdch. Pramysl potravin
3 : 488, 1952,

Stéarka, J.: Hodnocent amylolytickyjch enzymovyjch prepardts papirovou chromatografii. Cs. biologie 3 : 230,
1954.

Stérka, J.: Dynamika hydrolysy $krobu amylasami Aspergillus niger a Aspergillus oryzae. Preslia 27 : 155,
1955.

Takamine, J. O.: Enzymes of Aspergillus oryzae and the application of its amyloclastic enzyme to the
fermentation industry. Ind. Eng. Chem. 6 : 824, 1914.

Teixeira, C., Andreasen, A. A., Kolachov, P.: Ethyl alcohol from cassava. Ind. Eng. Chem. 42 : 1781, 1950.

202

Approved For Release 2008/04/10 : CIA-RDP80T00246A002900500005-0



Approved For Release 2008/04/10 : CIA-RDP80T00246A002900500005-0

Underkofier, L. A., Fulmer, E. 1., Schwene, L.: Saccharification of starchy grain mashes for the alcoholic
fermentation industry. Ind. Eng. Chem. 31 : 734, 1939.

Underkofler, L. A., Swenson, G. M., Goering, K. J.: Saccharification of grain mashes for alcoholic fermenta-
tion. Plant scale use of mold amylase. Ind. Eng. Chem. 38 : 980, 1946.

Waldschmid-Leitz, E., Mayer, K.: Enzymatische Amylolyse. V. Amylophosphatase aus Gerste. Z. physiol.
Chem. 236 : 168, 1935.

Zelenka, St. starsi: Asepticky lihovarsky zdkvas Amylo. Zemédslsky pramysl. Odborné piiloha Cs. zems-
délce. 49, 1923.

Zelenka, St.: Vybér kvasnych odrid pro kvasny primysl. Sbornik praci Vyzkumného tstavu bramboraf.
ského. Havlitkav Brod 1942.

HoBele faHHBIe, IOJy4YeHHbIE TPH MCIOJNB30BAHMM T'PUOKOBHIX AMMUJOJUTHYECKUX
npenapaTos fiiA caxapuUKAIM KapTodesbHEIX 3aTOPOB

HosynpousBo/cTBeHHble ONBITH ¢ TPUCKOBLIMY IIpeTIapaTaMi Py BHpaboTHe CUMPTa U3 KapTodens
K. Bepan, M. Bypeep u C. 3eaernka
PeszoMme

BHIIM NOCTABJeHH! TOIYNPOM3BONACTBERHBE ONBITH CaXapUuKaun KapTodeibHbIX BaTOPOB Ipe-
naparamMu TpubKOB B YCIOBUAX, H3y4eHHHX NpefiBapuTeibHo B daboparopun (bBepan u Byprep 1956).
VceraHOBIeHo, YTO: caxapu@ueanusA KaprodeldbHBX Banap KoMOuHauuell mpemaparoB A. niger
u A. oryzae WiM OfHMM TOJbKO MpenapaToM A. niger npoTeKaeT Ge3 TeXHOJNOTHYECKUX OCIIOMKHEHUIL
1 uTo AJISL IPUTOTOBIEHNA 3aTopa HeT HeoOXomuMocTn B mpuGasienun codoga. Ilpn ucnompaoBaHuK
KoMOMHamMU npenaparoB A. niger M A, oryzae 3aTOPHl OKA3HBAIOTCA Goliee KUIKMMH, YeM NpPH
Hcnoab3oBaHuy codiofia. IIpu mcnonb3oBaHMYM DpeniapaTta A. Niger creleHb Pas:KMKeHMA OCTAeTCA
HopMasibHo#. Brrxon conpra npy caXapu@MKanuu ¢ HoMOIbo 'PUGKOBHX mpeniapaToB GuBaer Goabine,
YeM IpH caXapuQuKALIY coTI0NIOM, ¥ ellle YBeJININBACTCA IPH YCIOBUM IPUMEHEHHA COOTBETCTBEHHRIX
pac aposikeit. 1Ipn nmpuMeHeHuu npenapara A, Niger NMoBblilieHWe TEMIEPATYPsl caXapupnrauuu
(65 °C) u nonmsenne pH (4,5—5,0) NpenATCTBYeT Pa3MHOKeHUI0 KHPEKIUK He TOJIBKO PN caxapudu-
Kanuu, Ho u (dto Kacaercs pH) mpm cOpaxuBanmu, COpaknBanue 3aropa ¢ rpMOKOBHIMM Npemnapa-
TaMu mpoTeKaer Ghicrpee. HavecTBo moyuaeMOro CHLIpOTO CIMPTA TaKoe e, KaK U ¢ MPUMEHeHHEM
rpubKoB 1 collofia. BiaroapaA caxapudmuupymomelt neAtebHocTH A, oryzae npH GposkeHun Bhijje-
JfeTcH TaJaKTo3a.

New Findings in the Use of Amylolytic Preparations of Fungi for Saccharification
of Starch in Potato Mash

Semi-pilot Plant Experiments with Fungus Preparations in the Production of Alcohol from Potatos
K. Beran, M. Burger and S. Zelenka
Summary

Semi-pilot plant experiments were carried out with saccharification of potato mash using fungus prepara-
tions, which had previously been carried out under laboratory conditions (Beran and Burger 1956).
The following findings were made: The saccharification of the starch in potato mash with a combination
of preparations of A. niger and A. oryzae and with a preparation of A. niger alone presents no techno-
logical difficulties and there is no need to add malt when preparing the mash. Mash saccharified with
a combination of preparations of A.niger and A.oryzae is more fluid than mash saccharified with malt.
On using & preparation of A. niger the consistency of the mash is normal. The yield of alcohol from mash
saccharified with preparations of fungi is greater than from mash saccharified with malt and is increased
still further on using suitable strains of yeast. On using a preparation of A. niger, the higher temperature
of conversion into sugar (65° C) and the lower pH (4.5 —5.0) prevents the spread of infections, both in
respect of the sugaring process and also, as regards the pH, in fermentation. Fermentation of mash
prepared with fungous preparations is more rapid. The quality of alcohol obtained in this way is the same
as on using fungi and malt. The action of a preparation of A. oryzae results in galactose being freed
during fermentation.
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Selektivni inhibice drsnych forem kvasinek

LUDMILA SILHANKOVA

Vysoké Skola chemicko-technologickd, biologické katedra, Praha

Doslo 20. 3. 1956

Jiz Hansen (1895) a Lepeskin (1903) pozorovali, Ze ssedlinotvorné druhy kvasinek
dasto tvofi znaéné protdhlé buiiky, prechizejici v pseudomycelium az pravé myce-
lium. Zména tvaru bunék je doprovizena tvorbou kiisu na tekutém substraté
a zménou kolonii z hladkého lesklého typu v typ drsny, az zvrisnény, Siroce se
rozrustajici.

Jako pfi¢inu tohoto zjevu udavaji autofi nejriznéjsi okolnosti, jak ve svém piehledu uvadéji Scherr
a Weaver (1953). Na obdobu této pfemény kvasinek s dissociaci bakterii v Ra S formy poukézali po prvé
Fabian a McCullough (1934), kteii raznymi ¢inidly indukovali tvorbu drsnych forem u 3 kment
Saccharomyces cerevisiae. Zpétné premény drsné formy v hladkou doséhli mnohonésobnym prevadénim
na tekutou sladinku a inkubaci po 24 hodin pfi optimalni teplots. Mickle a Jones (1940) potvrdili tyto
vysledky u 18 kment Candida albicans 8 zjistili, %e ziskané R formy odpovidaji R formam bakterii
i pokud jde o patogenitu. Redaelli a sp. (1939) pfeménovali vzéjemns R a S formy kvasinek pomoct
hypotonickych, isotonickych a hypertonickych roztoka sacharosy, jestlize v kultufe byla kazdé forma
zastoupens alesporni 1 butikou. Leopold a sp. (1954) zjistili tvorbu drsnych mycelidlnich forem u Candida
wtilis pfi udrzovani na agaru z louht po citronovém kvaseni.

Brodie (1948) a Brodie a Shephard (1949) pozorovali, Ze drsné kmeny bakterii jsou inhibovany zludéo-
vymi kyselinami v roztocich s elektrolyty (na p¥. s 0,2 M citrdtem sodnym), zatim co hladké nikoliv,
¢ehoZ lze pouiit k isolaci hladkych kmena. Podle téchto autorti zévisi synergické pisobeni zludant
a elektrolyt také na aerobiose a na povaze povrchu, na kterém rust nastavé. Selektivni inhibici drsnych
forem dokézali na agaru, silikagelu nebo v nizkych vrstvich kapaliny. Na Zelating a ve vysokych vrstvach
kapaliny selektivni inhibice selhala. U Zelatiny to vysvétluji jejim ,,suchym‘ povrchem, proti povrehu
agaru ovlhéenému kondensaéni vodou. Elektronovym mikroskopem zjistili, %o zlu¢ové kyseliny zvysuiji
permeabilitu bunééné blany a tim usnadiiuji vstup elektrolyti do buiiky, nebot po pieneseni do destilo-
vané vody buriky bobtnaly a praskaly za vyhfeznuti protoplasmy.

Chtéli jsme zjistit, zda selektivni inhibice drsnych forem solemi #luéovych
kyselin plati i pro kvasinky a zda by se tohoto ukazu dalo prakticky pouzit k ziskani
pivodnich hladkych forem z dissociovanych kultur. Drsné formy totiz svym rych-
lej8im a Siroce se rozprostirajicim ristem potladuji formy hladké, jejichz isolace
je pak velmi obtizna. Pritom vSak jsou drsné formy nezddouct v lihovarské praxi
pro svou slabsi kvasivost a v drozdaiské pro potiZe, které zpsobuji na odstiedivkach
(Rach 1956).

Materidal a metody

PouZité kvasinky. Pracovali jsme s kvasinkou Saccharomyces fragilis, lihovarskou kvasinkou a 2 vinaf-
skymi kvasinkami (Malaga, Sherry), u nichZ nastala ¢ésteénd preména v drsné formy (obr. 1, 2, 3).
Nejpokroéilejsi byla tato premdna u S. fragilis. Cisté drsné formy byly isolovany opakovanou ziedovaci
metodou & formy hladké z 0,08 M koncentrace choldtu sodného a dalsim pasiZovanim na sladinkovém
agaru. Obs tyto formy se shodovaly v testovacich zkouskéch, jen s tim rozdilem, %e drsna forma zkvago-
vala cukry slabdji nez forma hladké. Pro kontrolu jsme pracovali téz s kvasinkami kiisotvornymi
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(Hansenula anomala, 2 kmeny Pichia membranaefaciens, Hansenula schneggii). Pouzivané kultury byly
pied ka?dym pokusem dvakrét pasifovény po 48 hodin na sladince.

Zivné prostFedi a kultivadni technika. Jako #ivného prostiedi jsme poutili sladinky o koncentraci 8 °Bg
a pH 5,5 a% 5,8, piipadnd ztuZené 2 9, agaru. Po pfidini agaru a sterilisaci bylo pH znovu upravovéno.
Pouzity choldt sodny jsme piipravili rozpustdnim kyseliny cholové (l. &.) v ekvivalentnim mno#stvi
1n NaOH a sterilisovali 20 minut p#i pretlaku 1,5 atm. Roztok choldtu jsme pipetovali do Petriho
misek a pielili pfesnym objemem rozehfatého sladinkového agaru. Po rozmichéni a utuhnuti jsme
na desky &arkovali z tekuté sladinky zFedovaci isola¢ni metodou dissociovanou kulturu kvasinek, nebo
katdou formu zvl4it. Inkubaéni teplota byla 29,5 az 30,5 °C, u Zelatinovych pud 19 a% 22 °C. Rust
kolonii jsme sledovali ve 24hodinovych intervalech. :

Piedbdéznymi pokusy jsme zjistili, e v piitomnosti citranu sodného dochédzi na sladinkovém agaru
k ¢4stedné a% tplné inhibici drsnych i hladkych forem kvasinek, a proto jsme na rozdil od praci Brodieho
(1948) i Brodieho a Shepharda (1949) pracovali s riiznymi koncentracemi cholétu sodného bez ptidavku
elektrolyti.

Poéitzmi Zivych bunék se ddlo deskovou metodou, pii éemz byla kultura natedéna tak, aby na desce na-
rostlo 50— 200 kolonii. U drsnych forem byla suspense kvasinek pipetovana na utuhlou desku sladinko-
vého agaru, v ostatnich piipadech byla pipetovani kultura pielita v Petriho misce rozehidtym sladin-
kovym agarem, ochlazenym na 40 °C. U drsnych forem byl takto zjistény podet zdrodki ni%si nez fak-
ticky stav, nebot buiitky tvoii svazky nebo Fetizky pseudomyceliovité povahy, jeZ se daji velmi téZko
rozdglit.

Vysledky

Inhibice ristu drsnych forem kvasinek na ztuZzené sladince
Na sladinkovém agaru s cholitem sodnym nastala iplna inhibice drsnych forem
8 protéhlymi butikami pfi koncentraci 0,008 az 0,015 M cholitu, zatim co hladké

formy rostly je$té pti koncentraci 0,120 M, jak je patrno z tabulky 1. Hladké ko-
lonie, vyruastajici p¥i koncentraci 0,12 M cholatu sodného, byly z poditku témér

Tab. 1. Vliv choldtu sodného na rist drsnych a hladkych forem kvasinek na SA

8. fragilis Lihovar. kvasinka Malaga Sherry
Koncentr. drsné | hladkd | drsné | hladkd | drsnd | hladkd | drsnd | hladké
cholatu sod. f £ £ £ £ £ £ £
(M) orma orma orma, orma orma, orma orma orma,
0 ++++ - ++++ + +++ + +++ +
0,004 +++ -+ ++ ++ +++ ++ ++ +
0,008 - ++ - + 4+ 4 -+ +++ -+ ++
0,015 — ++ +++ - +++ — +++
0,030 — + - + -+ + - +++ - +++
0,060 — + — ++ -+ — +++ — +++
0,120 - -+ - +++ - +++ - +++

Pracovéno s dissociovanymi kulturami, dvakrét pasdZovanymi na sladince po 48 hodin. Odkovano
Sarkovanim na sladinkovy agar isolaéni metodou. Inkubace 72 hod. pfi 30 °C. V neptitomnosti cholétu
sodného a pfi jeho malé koncentraci (0,004 M) je hladkéd forma potlatena silné se rozvijejici formou
drsnou. Hodnoceni rustu: 4+ + <+ + velmi dobry rast po celé délce natéru; + + 4 rust je ponékud
zpomalen; + 4 vyskytuji se jen isolované kolonie; - piitomno jen nékolik kolonif; — rust nenastavé.

prisvitné, velmi lesklé, jakoby vlhké, m&kké aZ slizovité konsistence. Mikroskopicky
se vBak buriky p¥ili§ nelisily od kontroly, snad jediné kulovitéj§im tvarem a éastym,
téméF soudasnym, multipolarnim pudenim. Hladké formy z koncentrace 0,008,
0,06 a 0,12 M cholatu byly pievedeny na sladinkovy agar a sladinku a podrzely si

sviij charakter ve v¥ech dalSich pasazich (byly pasdZovany sedmkrat, vidy po
2—3 dnech).
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U nékterych piechodnych (SR) forem lihovarské kvasinky, hlavné po nékolikerém
pieotkovani na tekuté sladince, nastal pii 0,015 M koncentraci cholatu sodného
riist v podobé prithlednych, lesklych kolonii, mnohem mensich nez normalni hladké
kolonie. Po mikroskopické strance buiiky nezménily sviij tvar, byly stale protahlé
a po pieotkovani na sladinkovy agar poskytly kolonie obdobné piivodnim, t. j. suché,
jemné zvrasnéné, mouéného vzhledu.

Na norméalni kiisotvorné kvasinky ve zkousenych koncentracich (t. j. do 0,12 M)
cholat sodny nepiisobil inhibitné, av3ak pii vyssich koncentracich dostaly kolonie
leskly, vlhky charakter (obr. 11, 12). Po pfeodkovani téchto lesklych kolonit na sla-
dinkovy agar se vSak jiz v prvni pasdZi vytvofily normélni suché, drsné kolonie.

Abychom mohli kvantitativné sledovat inhibiéni vliv chol4tu sodného na hladké
formy kvasinek na sladinkovém agaru, péstovali jsme na deskéch suspensi hladkych
forem o zndmém poétu bunék a vyrostlé kolonie poé¢itali. Bylo zjisténo, Ze ani ty
koncentrace cholatu, jez tipIné inhibuji drsné formy, nesniZuji podet kolonii forem
hladkych. Zpomaluji pouze rozmnozovani bunék, co% je zietelné z velikosti kolonii
(tabulka 2).

Tab. 2. Vliv choldtu sodného na velikost kolonii hladkych forem kvasinek na sladinkovém agaru

Koncentr. Pramér kolonii lihov. kvas. (mm) Pramér kolonii 8. fragilis (mm) ‘
choldtu (M) povrchové v substratu povrchové ! v substratu
0 2,5—-2,8 3,0—4,0 1,0—1,2 1,5—2,0
0,008 1,8 2,0—2,7 0,8 1,2—1,5 i
0,30 1,0 1,5—1,7 0,3 0,5
0,12 — 0,5—0,7 — —
!

0,2 a 0,5 ml 48 hod. staré suspense hladkych forem obsahujici 185 bundk (u lihovarské kvasinky)
a 230 bunék (u S. fragilis) v ml bylo pipetovano do Petriho misek a prelito sladinkovym agarem.
Inkubace 42 hod. p¥i 30 °C.

Na sladinkové Zelatiné v ptitomnosti choldtu sodného dochédzelo k riznym vy-
sledkim. Nékdy selektivni inhibice drsnych forem nenastala a z dissociované
kultury vyrostl za vSech koncentraci cholatu sodného jeden typ kolonii suchého,
drsného povrchu s jemnym vrasnénim, jakysi pfechod mezi hladkymi a drsnymi
koloniemi, pravdépodobné zpisobeny smési obou forem. Nékdy inhibice drsnych
forem nastala, avSak pii znaéné vyssich koncentracich choldtu sodného. Jelikoz
probihala kultivace na sladinkové Zelating pii 19—22 °C, byl proveden pokus se
sladinkovym agarem za tychZ podminek. U sladinkového agaru selektivni inhibice
drsnych forem nastala i pfi této teploté a shodovala se s vysledky pfi teploté 30 °C.

Vliv cholatu sodného v kapalném prostredi

Pokusy na tekuté sladince jsme konali s hladkymi a drsnymi formami zvlast.
Kazdou z téchto forem jsme otkem pienesli z tekuté sladinky do ptisluiné koncen-
trace choldtu sodného v 10 ml sladinky ve zkumavkach. Vysledky jsou uvedeny
v tabulce 3, z niZ je patrno, Ze i ve vysoké vrstvé kapaliny nastava selektivni inhibice
drsnych forem.

Pii kvantitavnim sledovani vliva choldtu sodného na drsné formy ve vysoké vrstvé
kapaliny jsme zkumavky s 10 ml, substratu zaokovali 48 hod. starou kulturou tak,
aby obsahovaly 10% bunék/ml, a po 24 hodindch inkubace jsme stanovili podet
zarodki kultivadni metodou polevu na desky. Po 24 hodindch inkubace klesl potet
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zivych bunék u koncentraci 0,015 M a 0,12 M z pivodnich 10.300/ml na nulu.
Mikroskopicky jsme zjistili, Ze ¢etné buiiky maji poskozenou blanu, takze se z nich
protoplasma uvoliiuje ve formé zrni¢ek. Stav bunék po 20 hodindch inkubace je
patrny z obr. 9 a 10. Builkky byly v tomto pfipadé kultivovany na &iré sladince,
takZe pFitomnd zrnitka nemohou byt koagulaty bilkovin ze sladinky. U hladkych
forem k rozru$eni bunééné blany za zkousenych koncentraci nedochazi.

Tab. 3. Vliv choldtu sodného na rist kvasinek ve vysoké vrstvé sladinky

Hladké forma Drsné forma
Koncentr.
Ch‘i\l{ét“ po 16 hod. po 48 hod. po 16 hod. po 48 hod.
(M) blanka l ssedlina | blanka I ssedlina | blanka | ssedlina | blanka | ssedlina

0 - ++ - +++ + — ++++ —
0,004 — ++ — +++ + — +++ -
0,008 - ++ - +++ + — ++ —
0,015 — + — ++ — - — -
0,030 — + — ++ - — - —
0,060 - — — + — - - —_

O¢ko ze 48 hodin staré suspense kvasinek pfeneseno do 10 ml substritu ve zkumavce a inkubovéno
pii 30 °C. Pracovano s lihovarskou kvasinkou a 8. fragilis.

Pii sledovani uéinku cholatu sodného v nizkych vrstvach kapaliny jsme postupo-
vali stejnym zplisobem, aviak substrat (10 ml) byl umistén v Erlenmeyerové batice
o0 obsahu 300 ml. U drsnych forem klesl podet Zivych bunék pfi koncentraci 0,12 M
po 24 hodindch z puvodnich 60.000/ml na 1800/ml, t.j. o 97 %. Z pavodnich
10.000 bunék v ml klesl pfi téZe koncentraci podet Zivych bunék po 24 hodinach
na nulu. U koncentrace 0,015 M cholatu sodného, jez bezpetné inhibovala rist
drsnyech forem na sladinkovém agaru i ve vysoké vrstvé kapaliny, doslo k poklesu
Zivych bunék drsné formy z ptivodnich 10.000 v 1 ml na 45, coZ je 0 99,5 %, Z uvede-
nych vysledka je zfejmé, ze plsobeni choldtu sodného na drsné formy je fungicidni
povahy a Ze jeho Gdinek zavisi téZ na koncentraci bunék v substratu.

Tabulka 4.
Vliv vysky substrdtu a anaerobnich podminek na pusobeni choldtu sodného na drsné formy kvasinek
Pocet bunék v 1 ml po 24 hod.
Koncentr. Potet bunék g
cholatu v 0 hod ve vysoke v nizké vrstvé (1 ml/30 cm?)
(M) v 1 ml v 0 hod. vrstved
(ve zkumavce) aerobné v dusiku l pod parafinem

0 10 300 3,2.108 2,0.10° 2,8 . 108 7,0.107
0,015 10 300 0 7 0 0

0,12 10 300 0 1 0 1

Pracovéno s drsnou formou S. fragilis, s 24 hod. starou suspensi.
Udan4 éisla jsou pramérem vysledka dvou pokusi.

Abychom zjistili, jak ovliviiuji anaerobni podminky inhibici drsnych forem
cholitem sodnym, zaodkovali jsme 1 ml sladinky s cholditem umistény v Erlen-
meyerové bafice o obsahu 250 ml suspensi 24 hod. staré drsné formy S. fragilis
a inkubovali 24 hodin jednak za normélnich podminek, dile v atmosféte dusiku
a pod parafinovym olejem. Vysledky téchto pokusi, uvedené v tabulce 4, ukazuji,
Ze inhibice nastavé i za anaerobnich podminek.
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Diskuse

Z uvedenych vysledkd je patrno, Ze cholat sodny uplné inhibuje rozmnoZovani
drsnych forem kvasinek na sladinkovém agaru v koncentracich, kdy u hladkych forem
zpusobuje jen zpomaleni rozmnoZovani, v ¢emz je ziejma obdoba s drsnymi formami

akteril. Rozdil je jen v tom, Ze k selektivni inhibici dochazi jiz bez pridavku
elektrolyti. Je oviem nutno uvazit, Ze jsme pracovali se sladinkou, jez je vhodna
pro kvasinky, zatim co Brodie a Shephard (1949) pouzili pro prace s bakteriemi
pepticky natraveného sera. Jde tedy o uplné odlidné plady, jez se jisté lisi i obsahem
elektrolyta.

Selektivni inhibice drsnych forem nastava i v tekutych ptadach, a to jak v nizkych,
tak i ve vysokych vrstvach. Na sladinkové Zelating dochazi k vysledkiim nepravi-
delnym podobné jako u drsnych forem bakterii. Odchylku od bakterii, jez spoéiva
v tom, Ze u kvasinek dochézi k selektivni inhibici drsnych forem i ve vysokych
vrstvach kapaliny, lze vysvétlit tim, Ze drsné formy kvasinek jsou kiisotvorné,
takZe rostou, nebo maji tendenci rast, na povrchu kapaliny, zatim co bakterie,
u nich% Brodie a Shephard (1949) zjittovali selektivni piisobeni zZludovych kyselin
(K. coli, Aerobacter aerogenes a j.), se rozmnozuji v kapaling. Tito autoii se domnivali,
7e drsné formy bakterii jsou za aerobnich podminek citlivéjsi viéi zludovym kyse-
linam. Tento zjev je vSak lépe vysvétlitelny tim, Ze soli zZludovych kyselin jakoZto
povrchové aktivni litky se hromadi na povrchu kapaliny, takZe uvnitt kapaliny
je jejich faktickd koncentrace mnohem nizsi. Ve vysoké vrstvé kapaliny proto muze
riist drsnych forem fakultativné anaerobnich bakterii nastat. NaSe pokusy za anerob-
nich podminek ukézaly, Ze k inhibici drsnych forem u kvasinek dochazi stejné jako
za podminek aerobnich.

Plisobeni cholatu sodného, jak bylo zjisténo v tekuté puds, je u drsnych forem
razu fungicidniho. Dochazelo zde po deldi dobé k poikozeni bunééné blany. Normalni
kifsotvorné kvasinky (Hansenula, Pichia) jsou vudi cholatu sodnému asi stejné
odolné jako hladké formy ssedlinotvornych kvasinek. Nékteré piechodné tvary (SR)
tvoii na choldtové ptdé hladké, lesklé kolonie, takZe by mohly byt zaménény
s normalnimi hladkymi koloniemi. Jsou v8ak od nich dobfe rozlisitelné svou prisvit-
nosti, mensi velikosti a protahlymi tvary bun&k. Toto silnéjsi potladovani drsnych
a prechodnych forem je velmi vyhodné pro ziskdvani pavodnich hladkych forem
z dissociované kultury, nebot za normélnich podminek jsou hladké formy potladeny
rozrustajicimi se formami drsnymi.

Souhrn

1. Zjistili jsme, Ze cholat sodny inhibuje na sladince a sladinkovém agaru drsné
formy kvasinek v koncentracich, kdy u hladkych forem dochézi jen k snizZeni rych-
losti rozmnoZovani, v ¢emZ je obdoba s drsnymi formami bakterii. Na sladinkové
zelating dochazi podobné jako u bakterii k vysledkiim nepravidelnym. Inhibice
drsnych forem kvasinek nastivé za aerobnich i anaerobnich podminek. Pisobeni
cholatu sodného na drsné formy je razu fungicidniho a projevuje se poSkozenim
bunééné bliny.

2. Prechodné formy tvofi v pfitomnosti cholatu malé, lesklé, prasvitné kolonie,
makroskopicky rozlisitelné od kolonii hladkych forem. Pii pasazovani bez cholatu
poskytuji opét ptvodni suché zvrisnéné kolonie.

3. Hladké formy, isolované z dissociované kultury za pouziti cholatu sodného,
jsou stalé, takze lze této metody pouiit k isolaci pivodnich hladkych forem kva-
sinek z kultur s pokrodilou dissociaci.
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4, Normalni k¥isotvorné kvasinky jsou vidi choldtu sodnému odolné podobné jako
hladké formy ssedlinotvornych kvasinek, aviak povrch jejich kolonii se v pfitom-
nosti choldtu sodného stava vihkym a lesklym.

Dé&kuji doe. Dr B. Hamplovi za zdjem a pfipominky pfi této praci.
(Obrazové prilohy VII, VIII, IX).
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Bripo6ounoe nopasaenne R-gopm apossreii
J. Hluaeankosa
Pezwwme

Brino ycraHoBieBo, YTO XO0JIeMHOKUCTBI HATPHil IOIHOCTBLIO NOAABAACT pOCT CKIAgUaTHX dopM
Apo#Aell Ha cycile M arape ¢ CycloM — B TeX KOHIIEHTPAIMAX, IIPU KOTOPHIX y rafkux gopm nabmo-
AaeTcA TONHKO yMeHbUIEHHe CKOPOCTH Pa3MHOMEHNS, — B UeM BakiiodaercA aHatorud ¢ R-fopmamu
Gaxrepuif. Ha cycie ¢ skenaTuHoM, — TaK e, Kak M y Oaxrepuii, — pe3y;IbTaTH NOILYYaOTCA
HeofHopoAnsle, IlofaBienne pocra ckaagyaTHx QopM Aposeii Hallojaercd KAk UpU aspolOHBIX,
TAK NIpH aHAPOOHBIX ycuoBuAx. [eiicTBie XoleMHOKHCIOTO Harpus Ha R-PopMer Hocut yHrunumsy-
HBI XapaKrep M TPOABIAETCA HAPYIIEHMAMH KIeTOYHHBX oboiouek. [lepexonutie opmbt 06pasyior
B NPUCYTCTBMYN XOJEMHOKHNCIOTO HATPUS MejiKie, OjlecTAlue, Npo3pavyHbie KOJOHMHM, N MaKpoc-
KONMYeCKN OTIMYaoImecs oT KodoHui ranaakux gopm. ITpu naccamax Ged X0IeMHOKUCIOTO HATPUA
OHM BHOBb JAIOT TiePBOHAYANbHBIE CyXWe, CMODIIEHHHEe KoNOHWM., V30iMpoBaHHBIE € MOMOUIBIO
XOJEeUHOKNCIOr0o HAaTPUA U3 JMCCOLMPOBAHHON! KYJbTYpPH IMIafikie (opMbl OKa3bIBAIOTCA yCTOM-
MNBBIMM, TAK 4YTO 3TUM METOZOM MOMHO HONb30BAaTbCA A HB0JALUU IePBOHAYAJILHBEIX TIVIAfKAX
$opM AposkHiell U3 KYJILTYpP €O 3HAUMTeNbHOI Mucconmanmeit. HopMmanbuabie Aposuiu, oGpasylonive
IJIeHKY, TaK Ke YCTOMUYUBHL N0 OTHOIIEHMIO K XOJaTy HATPWA, KaK U Iyafgkue opMbl Aporaeit,
o0pasyomux ocafioK, OJHAKO YOBEPXHOCTh UX KOJOHUI B NPUCTYCTBUM XOJEMHOKMCIOTO HATPUHA
CTAHOBUTCA BIAMHOI U GiecTAmeil,

Selective Inhibition of Rough Forms of Yeasts
L. Silhdnkovd
Summary

It was found that sodium cholate completely inhibited rough forms of yeast on malt extract and malt
extract agar in concentrations, which in smooth forms only slow down the rate of growth. This is
analogous to its action on bacteria. The results in malt extract gelatin were inconsistent as in the case
of bacteria. This inhibition of rough variants of yeasts takes place both under aerobic and anaerobic
conditions. The action of sodium cholate on rough forms has a fungicidal character and consists in injury
to the cell wall. In the presence of sodium cholate, transitional forms produce small, shining, transparent
colonies, which differ macroscopically from the colonies of smooth forms. The original rough colonies
are again formed on subculturing without cholate. The smooth forms isolated from a dissociated culture
by means of sodium cholate are stable. This method can therefore be used for the isolation of the original
smooth forms of yeasts from cultures with advanced dissociation. Normal pellicle-forming yeasts are
resistant to sodium cholate in the same way as smooth forms of sediment-forming yeasts, but the surface
of their colonies becomes wet and shining in the presence of sodium cholate.
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Ceskoslovenskd
MIKROBIOLOGIE
rointk 1. (1956) — & 5

Rozsifeni aktinomycet v rhizosféfe nékterych obilovin

ZDENEK REHACEK
Ceskoslovenské akademie véd, Biologicky ustav, mikrobiologické odd&leni, Praha
Reditel tstavu akademik Ivan Mélek

Doslo 24. 4. 1956

Studium mikrobniho antagonismu a antibiotik je obecné biologickym problé mem
tésnd spjatym s tkoly praxe. Prokédzani absorpce antibiotik vy&§imi rostlinami
a premistovani téchto latek v rostlindch (Krasilnikov 1951b, Zaumayer 1953,
Pramer 1953, 1955, Kudajeva 1955, Crowdy a Pramer 1955) nim podavéa nejen dikaz
o ptijiméni a pohybu cizich organickych sloudenin rostlinou, ale potvrzuje i do-
mnénku, e antibiotika, produkovand do pady, mohou ovlivnit rst rostliny, coz
je podnétem pro studium systematického vyuziti antibiotik v boji proti rostlinnym
chorobam.

Ve spektrech antibiotickych G&inku antagonisti vypliuji doposud nepatrny usek houby jako testo-
vacf organismy. Je tedy nutné hledat dalsi mikroorganismy, produkujici latky s protihoubovym téinkem.
Houby jsou &etnymi pavodei nemoci kofeni rostlin & podle Stessela, Lebena a Keitta (1953) tvoii nej-
potetndjsi skupinu, proti ni% se bojuje chemickymi prostiedky, které viak maji své nevyhody (otdzka
délky pusobeni). Velmi vhodnymi pro boj proti fytopatogennim houbam se zdaji byt svymi vlastnostmi
aktinomycety. Jsou mezi pudnimi saprofytickymi mikroorganismy bohatd zastoupeny a mnoZstvim
i rozmanitosti antagonistii zaujimaji delné misto mezi pidnimi mikroby. Podle Sorauera (Rehm a Reh-
mové 1953) a také podle praci Rehma a Rehmové (1953) je pieviind &hst aktinomycet nepatogenni
pro trévy, coz by pii jejich pouZitf, na piiklad pro aktinomycetisaci seren, spliovalo jeden z dilezitych
piedpokladii od antagonisty poZadovanych. Aktinomycety jsou prevaing organismy mesofilni a%
psychrofilni; v podtu svych zérodki jsou stélejdi nez houby a bakterie. Enzymaticky apardt aktinomycet
je bohat#i ne% enzymaticky aparét sporulujicich mikroorganismt (Mifustin 1954).

Domnivame se, ze zékladnim pfedpokladem pro moZnost vyuZiti antibiotickych
vlastnosti aktinomycet ve fytopatologické praxi je poznani dynamiky poétu aktino-
mycet v pid¥, a to zejména v téch oblastech, kde je mikrobni aktivita vysoka
a nebezpedi napadeni rostliny patogenem nejdast&jsi, t. j. v pidé pfilehlé ke kofe-
nim rostlin. V této praci jsme sledovali zastoupeni zarodkd aktinomycet v piikore-
nové zond pienice, jeémene a ovsa, a to v riiznych rastovych fazich obilovin.

Materidl a metody

Ptiprava a zpracovdni pidnich vzorki. Sledovali jsme zastoupeni zarodki aktinomycet v pfikofenové
zoné (Berezova 1953) jarni psenice ,,Vega‘, jeémene ,,Stupicky Handk’ a ovsa ,,Rychlik”. Poutili jsme
materidlu z pokusi Vagnerové (1956), kterd studovala rhizosferni mikrofloru téchto obilovin. Vzorky jsme
odebirali soutasnd z kontrolni neoseté parcelky a z parcel s pfisludnymi rostlinami v raznych fézich
jejich vyvoje: pred zasetim, pii vzchézeni rostlinek, ve fézi tfetiho listu, pii odnoZovéni, sloupkovani,
metéani, v kvétu, v dobd zralosti a 14 dni po sklizni. Vzorky jsme zpracovévali do 24 hod. po odbéru.
Kofenovy systém jsme odstranénim pfilehlé pidy uvolnili, zbylou pidu s kofenu setidsli a smyli,
dikladng promichali a upravili sterilni vodou na kone&né fedéni 1 : 10 000. Poget zérodki aktinomycet
jsme stanovovali centrifugaéni metodou (Rehétek 1956). Pramér poéta kolonif z péti vyseva katdého
analysovaného vzorku jsme prepoditavali na mnoZstvi zdrodkd v 1 g sudiny pudy.
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Sledovdni antifungdinich vlastnosti aktinomycet. Pro zjisténi protihoubového uéinku isolovanych
aktinomyecet jsme si upravili metodu standardnich kolonii (Skinner 1950). Z 12denni kultury aktino-
mycety jsme pfipravili vodnou suspensi spér, z které jsme pak Pasteurovou pipetou pienesli vidy jednu
kapku do ka#dého sterilniho sklen&ného kominku o vnitfnim priméru 7 mm a o vy$ce 12 mm, ponoieného
do syntetické piidy SRI (Krasilnikov 1950) nebo do pidy C s kukufiénym extraktem (Sevéik 1952).
Na Petriho misku o praméru 12 em jsme naotkovali celkem 6 kmenii, kazdy kmen do t¥i kominki.
Po pétidenni inkubaci misek pfi teplots 27 °C jsme sklenéné kominky odstranili a agarové véletky
porostlé koloniemi aktinomycet jsme ptenesli na zaotkovanou titraéni pudu tohoto sloeni: glukosa 25,0 g;
NH,NO, 2,5 g; KNO, 1,4 g; K,HPO, 1,4 g; Mg80, . 7TH,0 5,0 g; agar 20,0 g; dest. H,0 1000,0 ml; pH 6,0.
Pro zaotkovéni titratni pady jsme pouzivali zastupet deuteromycet, proti nim# jsme hledali mezi pud-
nimi aktinomycetami vhodné antagonisty; byly to Fusarium nivale, Fusarium oxysporum a Alternaria
solani. Titradni padu jsme pfipravovali z 50 ml rozehfaté popsané puady, kterou jsme po ochlazeni
na 45 °C zaotkovali dvéma ml vodni suspense spér testovaciho mikroba. Toto inokulum jsme ziskali
suspendovénim obsahu jedné otkovaci klitky, odebraného se 7denni 3ikmé agarové konservy testovaci
houby v 5 ml sterilni destilované vody. Zaotkovanou ptdu s pfilozenymi agarovymi véletky jsme ucho-
vévali 16 hodin v lednici a pak 40 hod. p¥i teplots 27 °C.

Vysledky

Aktinomycety byly pfitomny v pfikorenovych zonich studovanych obilovin
béhem vSech pozorovanych fizi ristu rostlin (tab. 1, obr. 1). Reakce piidnich
vzorkd (pH) a zjistény obsah vlhkosti se zdaly byt podle dosavadnich zkusenosti
pro aktinomycety ptiznivé.

600

N Obr. 1 — Dynamika pottu zérodki akti-

nomycet v pfikofenovych zondch obilovin
plenice, jeémene, ovsa a v kontrolni ne-
oseté pudé. Osa x: vegetaéni doba (mési-

200+ ce); osa y: polet zarodkt aktinomycet
v tisicich, Kiivky: Poéet zarodka aktino-

mycet v piikofenové zoné pSenice (A),

je¢mene (B), ovsa (C) a v kontrolni ne-
oseté pudé (D).

V] v ] vi

i I vii

V ptikofenové zoné jedmene mnozstvi zarodka aktinomycet po zaseti obilek
klesalo. Teprve kdyZ rostlina dospéla do faze odnoZovani, podet aktinomycet se
prudce zvysil. Kdyz jeémen sloupkoval, dosahl podet aktinomycet prvého maxima,
pak opét klesal a po kvétu podal stoupat k druhému maximu, k nému# dospél v dobé
zralosti rostliny. Po sklizni je¢mene zarodki aktinomycet ubyvalo.

Kiivka, zndzorfiujici pocet aktinomycet v piikofenové zoné ovsa, méla z poéatku
stoupajici tendenci, v dobé tfetiho listu rostliny prosla prvnim maximem, pak
klesala. Metani a kvét ji zastihly v minimu. Zastoupeni aktinomycet v srpnu a v zaii
bylo velmi podobné zastoupeni téchto mikroorganismi v ptikoFenové zoné jeémene,
t. j. smérem ke zralosti vzrastalo, dosahlo nejvy3sich hodnot a pak klesalo.

Aktinomycety v prikofenovych zonach pSenice zaznamenaly své maximum v dobé
sloupkovani rostliny. Po prudkém poklesu se pak béhem metani, kvétu a zralosti
psenice jejich pocet témér neménil.
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V kontrolni neoseté pidsé jsme zjistili nejvice zdrodku aktinomycet v jarnich mé-
sicich. Minimum bylo ¢asové shodné s minimy aktinomycet pod pSenici a ovsem.
V dervenci a v srpnu se podet aktinomycet zvysil pomé&rné slabé.

Ze 127 isolovanych kmend aktinomycet potlatovalo rist zéstupch deuteromycet
28 kment, t.j. 22 %. Aktinomycety s protihoubovym tdinkem, isolované z pidy
piilehlé ke kotentim obilovin nebo isolované z kontrolni neoseté pidy, se mezi
sebou znateln&ji nelidily ani poStem antagonistit ani stupném antibiotické aktivity.

Tab. 1. Dynamika podtu zérodké aktinomycet v piikofenovych zonéch ovsa, plenice a jetmene
a v kontrolni neoseté ptadé

Puda Pocet _Eda. Pocet
Vyvoj rostlin Datum 5 aktinomycet Datum ; aktinomycet
yvo) y odbéru sulina Y odbéru susina Y
pH o | v 1 g susiny pH oL |V 1 g suliny
Oves Pienice

Pred zasetim 29. 4. 6,3 82 341 29, 4. 6,2 83 241
Vzchéazeni 4. 5. 6,3 80 325 4. 5. 6,3 81 271,6
3. list 22. 5. 6,4 80 425 22. 5. 6,4 80 262,5
Odnozovéni 8. 6. 6,2 78 384,6 8. 6. 6,4 79 253,2
Sloupkovéani 22. 6. 6,9 85 350 22, 6. 6,8 85 282,3
Metani 2. 7. 6,7 86 70 1. 7. 6,5 86 69,7
Kvét 19. 7. 6,4 82 73,1 19. 7. 6,5 84 71,4
Sklizeri 26. 8. 6,6 80 500 26. 8. 6,4 83 72,2

Po sklizni 19. 9. 6,6 84 119 19. 9. 6,6 80 75

Jedmen Neosetd puda
(kontrola)

Pred zasetim 29. 4. 6,3 82 609,8 29. 4 6,1 81 617

3. list 22, 5. 6,4 80 262,2 22,5 6,4 80 625
OdnoZovani 8. 6. 6,6 79 75,9 8. 6 6,6 81 640,7
Sloupkovéni 21. 6. 6,9 87 253,2 22. 6 6,7 82 243,9
Metéani 1. 7. 6,6 83 204,8 1. 7 6,7 84 71,3
Kvét 16. 7. 6,8 79 126,6 16. 7 6,6 82 121,9
Sklizeit 26. 8. 6,6 80 625 26. 8 6,7 81 121,8
Po sklizni 19. 9. 6,6 80 150 19. 9 6,0 81 49,3

Pozndmka: Potty zérodka aktinomycet jsou uvedeny v tisicich.

U kment z kontrolni pidy jsme zjistili protihoubovy udinek u 28 9%,. Kmeny,
isolované z pfikotenové zony jeémene, obsahovaly 20 9, antagonisti hub. Stejné
zastoupeni aktinomycet s protihoubovym tuédinkem jsme shledali u kment z ptikote-
nové zony psenice a ovsa.

Z testovacich organismi bylo nejeitlivéjsi Fusarium nivale, jehoZ rast inhibovalo
ze 127 kment 18,8 %,. Proti houb& Fusarium oxyporum bylo Gé¢innych 14,1 %, testo-
vanych aktinomycet. Alfernaria solani byla nejméné citlivé, jeji rast potlatovalo
pouze 5,5 %, antagonisti.

Diskuse
Hojné&jéi zastoupeni aktinomycet v piikofenovych zonich mladych rostlinek,

u nich# byva nebezpeéi napadeni parasitickou houbou nejvétsi, pokladame s hiediska
moznosti vyuZiti antagonistickych vlastnosti aktinomycet ve fytopatologii za velmi
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slibné. AvSak ani z niz8iho poétu aktinomycet v dobé meténi rostlin neusuzujeme,
Ze by potencidlni aktivita téchto mikroorganismi byla nizka. Nasvédéuji tomu také
zavéry Waksmana a Starkeye (1947), kteti pozorovali po pfidini vhodnych zivin
rychlejsi rist poétu mikrobti a rychlejsi zuZitkovéni Zivin v piskové ptidé nez v padé
tézké.

Vagnerova (1956) zjistila mezi mikroflorou kontrolni neoseté pidy a mikroflorou
piikofenovych zon studovanych obilovin pouze kvantitativni rozdil, v kontrolnt
neoseté plidé byla mikroflora chudsi. Témto vysledkim odpovidaji i nékters nase
zjisténi, ziskand pii sledovéni zastoupeni aktinomycet. V piikofenovych zonach
jemene a ovsa se patrné znaéné uplatnil vliv organického materidlu, provazejiciho
zralé rostliny — kontrolni neoseta ptida byla ve stejné dobé aktinomycetami chudsi.
V prikofenové zoné pienice pusobily jesté dalsi faktory. Je zajimavé, Ze podobné
vysledky ziskal také Vagner (1955) pifi sledovani uzsi rhizosféry jarni pgenice.
Domnivdme se, Ze je zde nutno vzit v ivahu vliv rostlin v danych fazich jejich vy-
voje. Predpokldddme vSak, %e také rhizosféra plsobila na aktinomycety mocnou
stimulaci, kterd se ménila na piiklad podle druhu a stafi rostliny. podle obsahu
vlhkosti atd. Neméné dalezitym ¢initelem pro rozvoj aktinomycet v padé byla
teplota pldy, kolisajici v zavislosti na st¥{dani dne a noci. Okolni faktory mohly
pusobit pfimo na mikroorganismy ptikofenovych zon, nebo nepi¥imo stimulaci &
inhibici vyvoje rostlin.

Dynamika poétu zarodkt aktinomycet byla obdobou pohybu plisni, ktery v uve-
denych piddch zaznamenala Végnerovd (1956). Rozmisténi antagonistickych
aktinomycet velmi pfipominalo rozmisténi pidnich hub popsané Timoninem (1940).
- ktery ve svych pokusech neshledal vyrazngjsiho rozdilu mezi zéstupei hub rhizosféry
je¢mene, ovsa a vojtéSky a mezi zastupei hub ptdy, vzdalené od kofenti. Domnivime
se, Ze uvedené vysledky podporuji domnénku (Krasilnikov 1951a), Ze jednou z piiéin
vzniku antibiotické latky mohou byt takové biochemické pochody, které probihaji
v buiice antagonisty pod vlivem deliho jeho styku s t&mi mikroorganismy, jejichz
zastupei se pozdéji stavaji ukazateli spektra jeho antibiotického Géinku.

Souhrn

Sledovali jsme dynamiku podtu zarodkt aktinomyecet v ptikotenovych zondch
pSenice, jetmene a ovsa béhem vegetadniho obdobi rostlin. U isolovanych aktino-
mycet jsme zjistovali jejich antifungalni vlastnosti.

Aktinomycety byly piitomny v prikotenovych zonich obilovin ve viech studo-
vanych fazich rastu rostlin. S hlediska moZnosti vyuZiti antagonistickych vlastnosti
aktinomycet ve fytopatologické praxi pokladame za velmi slibné hojnéjéi zastoupeni
aktinomycet v pfikofenovych zondch mladych rostlinek, u nich# byva nebezpedi
napadeni parasitickou houbou nejvétsi.

Rozmisténi aktinomycet s antifungélnimi vlastnostmi bylo velmi podobné roz-
misténi plidnich hub — nebylo vyraznéjiiho rozdilu meziantagonisty z piikotenovych
zon obilovin a antagonisty z kontrolni neoseté pudy. Ze 127 isolovanych kmenii
inhibovalo 22 9, rust testovacich mikroorganismt Fusarium nivale, Fusarium oxy-
sporum a Alternaria solani.

Autor dékuje za technickou spolupréci L. Kubélové.
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PacnpocTpaHenne AKTHHOMMIIETOB B 30HEe KOPHel HEKOTOPHX 3JIAKOB B TedeHue
BereTanuu

3. Posceeauer
Peswowme

Mul uecieioBadly TUHAMUKY KOJNYeCTBa KIeTOK AKTUHOMUIETOB B IPMHOPHEBBIX 30HAX MUIEHUIIK,
SiuMeHA U 0BCA B TeUeHMe IepUOa MX BereTaluu. Y H30JIMPOBAHHEIX AKTMHOMMIETOR Mbi OTIpE/IeJIAIIN
MX TPOTMBOTPHOKOBHE CcBOMCTBA. AKTMHOMUIETH HAXORMJIMCH BO BHEIIHel pusocepe AUMeHH,
NIIGHUIH ¥ OBCA B TeUeHWe BCeX MCCIeNOBaBNMXcHA (a3 pocra pacteHuit, X xoJmdectBo CHIbHO
KolleGasioch. Mul cYMTaeM BecbMa MHOToo0ellalomuM, — € TOYKHM 3peHHMA NCNOJIb30BAHUA B ¢uro-
[ATONOTHI AHTATOHMCTHUYECKUX CBOMCTB AKTHHOMMIETOB, —— HpHCyTCTBUE GOJBIIOro KOJMYECTBA
AKTHHOMHNIETOB B 30He KOpHe#l MOJOABIX pacTeHuMH, Y KOTOPHX ONAcCHOCTb NOPAHEHMA HApasuTH-
YecKMMM IpuGKaMu ocoGeHHO Belnka. PasMellleHNe aKTWHOMALETOB C TIPOTUBOrPMOKOBHIMI CBOMCT-
BaMM BecbMa HAIOMMHAJIO pasMelleHye NoYBeHHHIX Tpubros. He Habmopmamock CKOJIbKO-HUOY b
BHIPABUTENHLHON PASHUIE MEATY aHTATOHUCTAMY M3 TIOUBBI, IPUIIEraiolliell X KOPHAM 3J1aKOB, 1 AHTA-
FOHICTAaMM B KOHTPOJBHOM! HesaceAHHOM mouse. 229% u3 127 M30IANPOBAHHKX HAMU IUTAMMOB TIOJIAB-
.TIHI.TIO TIPU MCTILITAHUAX POCT MUKPOOPTaHN3MOB Fusarium nivale, Fusarium oxysporum u Alternaria
solani.

Spreading of Actinomyces in the Rhizosphere of Some Grains
Z. Rehdéek
Summary

A study was made of the dynamics of the number of actinomyces in the zones immediately adjacent
to the roots of wheat, barley and oats, during the vegetative period of the plants. In isolated actinomyces
& determination was made of their anti-fungal properties. Actinomyces was found in the external rhizo-
sphere of barley, wheat and oats during all phases of growth of the plants. Their number showed consider-
able variations. From the aspect of the possibility of using the antagonistic properties of Actinomyces
in phytopathology we regard the large quantities of Actinomyces found in the root zones of young plants,
in which the danger of attack by a parasitic fungus is greatest, as very promising. The distribution of
Actinomyces with anti-fungal properties was very similar to that of soil fungi and there was no marked
difference between the antagonists from the soil adjacent to the roots of the grain and antagonists in
control soil that had not been sown. Of 127 strains isolated, 229, inhibited the growth of the test micro-
organisms Fusarium nivale, Fusarium oxysporum and Alternaria solani.
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Septikemie bource morugového
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Reditel tstavu akademik Ivan Malek

Doslo 6. 2. 1956

Ptes to, Ze u nis je bourec morusovy péstovan jiz drahnou dobu, neméme dosud
Zadnych zprav o jeho nemocich, které by se opiraly o domaci udaje. Z dosud pod-
chyceného materiilu z poslednich &ty¥ let jsme mohli zjistit, Ze se u nas vyskytuji
mykosy, piisobené Beauveria bassiana, polyedrie a bakterijni onemocnéni. Naproti
tomu mikrosporidii Nosema bombycis jsme v dodaném materialu nezjistili a pokud
nam byly dodany housenky s anamnesou pébrina, neslo nikdy o nakazu mikro-
sporidii. KdeZto onemocnéni, piisobend plisni i virusem, jsou omezena jen na nékteré,
oby¢ejné zanedbandjsi chovy, ndlezi bakterijni onemocnéni mezi nemoci velmi dasté,
postihujici témét vSechny chovy mozno ¥ei standardnimi tbytky housenek, které
nékde pfechdzeji az v masova hynuti.

V literatufe nalézdme fadu praci o mikrobech, patogennich pro bource moru$ového; oviem vétSina,
zvl4sté starSich praci, trpi nedostatednosti popisii isolovanych mikrobt. Sawamura (1906) uvadi jako
patogenni pro hedvabnika: Bacillus ellenbachs (= cereus), B. fuchsinus (= Sarcina fuchsina), B. mega-
therium, B. mycoides (cereus-mycoides), B. rubefaciens (= Bacterium r. ), B. viridans, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa. Z ostatnich nalezi daldich autorii muzeme jestd uvést:
Bacillus orpheus (White 1912), B. sotto (= cereus) (Aoki a Chigasaki 1915), Diplococcus bombycis (Paillot
1922), Proteus bombycis (Glaser 1924), B. bombysepticus (Hartmann 1931), B. bombycis non liquefaciens
(Paillot 1933), Serratia marcescens (Masera 1936), B. bombycoides (= soto?) (Paillot 1942), Bacillus
bombycis a Streptococcus bombycis (Masera 1954). Byla zaznamendna i znadna citlivost hedvébnika pro
Bacillus thuringiensis, jakoZ i jemu blizky Bac. cereus var. alesti (Toumanoff a sp. 1954, 1955).

Michajlov (1950) rozliSuje u bakterijnich ndkaz t¥i hlavni typy: septikemii, chiadnuti (8achlost)
a mrtviénost. Septikemie a chfadnuti odpovidé francouzskému pojmu ,.flacherie a projevuje se jako
onemocnéni, pfi ném# se bakterie dostévaji do t8lni dutiny a rozmnoZuji se v haemolymfé housenky
Jestd Zivé, takie piitinou uhynuti je rozklad tkéni a mnozstvi metabolital a toxini ptimo v haemolymfé.
Pii mrtviénosti naopak dochdzi k uhynuti housenek, zatim co bakterie jsou jests ve stievd; jde tu pie-
devsim o toxikosu, jaké je znama pii pusobeni spor Bacillus thuringiensis. Kde#to mezi pavodce mrtvié-
nosti musime poditat piedevdim Bacillus thuringiensis, B. bombycoides, B. sotto a B. cereus var. alesti,
nachdzime mezi puvodei septikemie u bource podle Michajlova Proteus vulgaris, P. bombycis, Bacterium
turcestanicum (jehoZ popis je nédpadnd podobny Pseudomonas hydrophilla) a Bacillus apisepticus, Serratia
marcescens, Pseudomonas fluorescens liquefaciens, Ps. pyocyanea s blize neurdens flavobakteria. Stfevni
mikroflora zdravych housenek bource se od horniho vyétu dosti znaénd 1idi. Masera (1936, 1954) tu
zastihl Bacterium fermentum (snad se jedna o Lactobacterium f.), B. turcosum, Bacillus simplex, B. mesen-
tericus ruber, B. novus, B. subtilis, Micrococcus candidus, M. cinabarus, M. caseolyticus, M. varians
a M. pyogenes var. albus.

Materidl a metody

Priznaky onemocnéni. Housenky bource moruSového rasy ,,Madarské zlutéds, kters je u nas nejéaste]i
péstovana, postizené septikemii, Sednou zprvu do barvy olova, vrhnou vodnatou potravu a brzo po té se
dostavuje smrt. T8lo mrtvé housenky hadrovitd zmdkne, je Sedoerné, nabihé do hnédych tona. Kdyz
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je mechanicky nepoikodime, zasyché pozvolna, aniZ by se mezitlankové zahyby pokoiky macerovaly
a praskaly. V okam#iku hynuti je celd t¥lni dutina vyplnéna é&istou kulturou mikroba, ktery vyvolal
onemocnénf. Teprve po uhynuti housenky poéne do téla pronikat jesté daldi mikroflora ze stieva a jed-
notny puvodni obraz se méni. Housenky se stejnymi pfiznaky, zaslané z riznych mist, ukdzaly pfi vy-
Setfeni ndkazu stejnym mikrobem.

Piwodce onemocnéni. Jako pavodce onemocnéni byl isolovan a identifikovin Pseudomonas noctuarum
White 1923. Epizootie zpusobend timto mikrobem nebyla z bource dosud popsdna. Zato je mikrob
dob¥e zndm jako patogenni mikrob pro jiné motyly. Tak White (1923a) jej isoloval z uhynulych housenek
miiry osenni a nazval jej Bacillus noctuarum. Postupné se ukézalo, Ze je identicky s Bacillus leptinotarsae
(White 1928) a Bacillus sphingidis (White 1935). Steinhaus (1947) uvadi, %e je moino B. sphingidis od
B. noctuarum odlidit serologicky. Od Coccobacillus elinger: se lisi svoji pohyblivosti. V modernich kom-
pendifch mikrobiologie neni v zafazeni Ps. noctuarum jednotnosti. Bergey’s Manual (1948) jej fadi jednak
k escherichiim jako E. noctuarii (1930), jednak jako Proteus noctuarum (1934). Krasilnikov (1949) jej
uvidi jako Pseudomonas noctuarum (kteréZto oznadeni déle uZivdme) a vedle toho jesté Bacillus sphin-
gidis jako Pseudomonas sphingidis, bez ohledu na praci Whiteovu (1935), které dokazuje synonymitu
obou. Za zminku jedtd stojf, e Ps. noctuarum je svymi vlastnostmi velmi podobny Achromobacter
liguefaciens.

Patogenitu pro hmyz zjistil jiz White pfi puvodnim popise, kdy mikroba isoloval z mury osenni,
Euxoa segetum, pozddji byl tento mikrob znovu prokézdn v mandelince bramborové v synonymu
B. leptinotarsae a u ly8aju jako B. sphingidis. V8ichni autofi zaznamenévaji zkuSenost, Ze piimé infekce
potravou v pokusech byla velmi obtiZnd, tak¥e si bylo moZno jen obtizné vysvétlit vznik epizootii
u hmyzu. Pfi tom oviem nékazy injekei do haemolymfy t&lni dutiny byly vidy na 1009, smrtelné.
Tomuto stavu odpovida i zpusob vyskytu v naSem piipads.

Pseudomonas noctuarum White (popis kmene Bm h 1)

V dnednim stava védomosti o Ps. noctuarum chybi predevsim piesné systematické zafazeni a proto
zde uvédime dukladnéjsi popis naseho kmene. Z popisu rovnéZ vyplyvé opodstatnénost zafazeni tohoto
mikroba do rodu Pseudomonas.

Budiky na masopeptonovém agaru po 24 hod. pii 25 °C jsou kratké, rovné tyéinky, oblych koncu,
rovnych stran, stejnomérnd se barvici, samostatné, po dvou nebo v hloudcich; tvofi velmi maléd
pouzdra; jsou aktivn®d pohyblivé pomoci 1 az 2 polarnich bi¢iki. Rozméry 0,8 X 0,8 a% 2 p.. Gramnega-
tivni (obr. 1).

Kolonie na masopeptonovém agaru po 24 hod. pfi 25 °C jsou kulaté, 1,5 aZ 2 mm v pruméru, vypouklsé,
maji povrch hladky, leskly, porceldnov® bily; prusvitné okraje iriduji v prochézejicim svétle. Okraj
kolonie je rovny, hladky. Nepigmentuje. Konsistence méslovité, lehce emulsivni ve vods$ (obr. 2 a 3).

Kolonie na krevnim agaru 24 hod. pfi 25 °C jsou modravé bilé, ostatni vlastnosti jsou shodné jako
na MPA. Nehemolysuje.

Na bramboru roste slabé nazloutlym néletem. Vpich v MPA je hiebikovity s perlitkovitym rustem
do hloubky. Na 8ikmém agaru (MPA) tvoii nitkovity rast s rovnymi okraji, vypoukly, okraje iriduji.
V bujonu tvoii pfi povrchu slabou blanku a prstenec, husty homogenni zdkal a nepatrny bily sediment.

Ristové pofadavky a vlastnosti. Je to heterotrof, aerobni a¥ fakultativnd anaerobni, katalasa positivni.
Teplotni rozmezi ristu mezi 10 a% 37 °C s optimem mezi 20 a% 25 °C. Na Czapek-Doxové mediu roste
dobte. Zelatinu zkapalituje celkovs, mé bily perliskovity rist v hloubce vpichu za tvorby bublinek plynu
a slabé blanky na povrchu. Lakmusové mléko srézi bshem 24 hod., slabd alkalisuje, nepeptonisuje.
Citrata vyuzivd jako zdroje uhliku (Simonsovo medium). Nitrdty velmi slab® redukuje na nitrity;
sirovodik neprodukuje; amoniak z peptonové vody tvoii jen velmi slabd; MRT a VPR negativni; indol
netvoii (z tryptického bujonu Ehrlichovym reag.); ureasu netvofi (Christensenovo med.); za tvorby
plynu a kyseliny zkvasuje glukosu, laktosu, maltosu, sacharosu, manitol, arabinosu, fruktosu, glycerol
(indikdtor methyléerveri).

Normdlnt mikroflora stfeva housenek bource morudového. V daném chovu bource morusového rasy
»Madarské Zlutdss se b8%né vyskytovaly ve stfevd tyto mikroby: Micrococcus varians (ve dvou raznych
kmenech L, a Z,), Sarcina flava a Pseudomonas hydrophilla jakoz i Pseudomonas noctuarum. Piesny popis
vlastnosti téchto mikrobu je uveden v Bergeyovi (1948), zde uvédime jen odchylky nasich kment proti
zékladnimu popisu.

Pseudomonas hydrophilla je pohyblivy podle zptisobu pohybu poldrnimi bi¢iky, ale ty nebyly barvenim
prokézény. V8echny ostatni vlastnosti se shoduji se zdkladnim popisem, rozdily jsou jen v intensitd jeho
kvasnych vlastnosti.

Micrococcus varians. Kmeny L, a Z, se 1i3{ od zékladniho popisu barvou kolonie, kters je zde oranfova
(proti zluté v Bergeyovi), pti dalsi kultivaci viak kolonie na masopeptonovém agaru ztréceji pigment
a zistévaji naddle jen bilé (zvl1asté kmen L,). Oba kmeny se lisi od sebe tim, e L, zkapaliiuje Zelatinu
a nezkvasuje laktosu, kdetto kmen Z, nezkapaltiuje Zelatinu a kvasi laktosu za produkce kyseliny.

Sarcina flava zcela odpovidé popisu v Bergeyovi.
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Vedle téchto mikrobu jsme nalezli jako sekundarni infekei housenek jest& Bacillus sphaericus. Byl
isolovén z mrtvych housenek bource. Neni patogenni ani pfi perordlnim podéni, ani pfi injekei. Vlast-
nostmi odpovidd popisu v Bergeyovi.

Pseudomonas noctuarum, nalézany normalnd v mikroflofe housenéiho stfeva, nemél odchyinych
vlastnosti od shora uvedeného popisu.

Pseudomonas noctuarum néleii tedy k bé&Znym stfevnim mikrobam rasy ,,Madarskéd Zluta‘, aniz
by jeho piitomnost sama o sob® byla doprovézena septikemii. Potvrzuje se tedy znovu jiz Whitem
u B. leptinotarsae pozorovany jev a nepatrnd patogenita pro hostitelsky hmyz za normélnich podminek.
Rovné% chybi vysvétleni mechanismu pFenosu a plsobeni mikroba. Jak shrnuje Steinhaus (1949),
dochézi k ndkaze pravdépodobnd po poziti dostatedné davky mikroba, a¢koliv v podminkéch naSeho
pokusu ani tato cesta nebyla dosti Usp&$nd, ve srovnani se 1009, ndkazou dosaZenou injekei. Malou
vnimavost{ k peroralni infekei pro mikroba se snad dé vysvétlit i pomérné ¥idky vyskyt nadkazy v ptirodé.
Téz u B. leptinotarsae uvadi White, Ze se mikrob norméln® vyskytuje ve st¥evé zdravych larev. Injekei
mikroba do télni dutiny moZno doséhnout septikemie u daldich druhi hmyzu. Sem nélezi i bourec
morusovy.

Pokusili jsme se touto praci odpovédét na nékteré z nevyjasnénych okolnosti pienosu a nakazy hmyzu
mikroorganismem Pseudomonas noctuarum.

Vysledky

Patogenita Ps. noctuarum pro bource pfi injekci. K pokusim jsme pouzili 3. az
5. stadia housenek bource morusového rasy ,,Madarska zluta‘‘. Pied pokusy jsme
housenky chovali v karanténé a krmili ¢isté omytym listim.

K infikovani jsme pouZili sbirkového kmene Ps. noctuarum, ktery byl nejprve
injekéné pasaZovan zdravou housenkou; z ni isolovana primokultura Ps. noctuarum
byla suspendovana do sterilniho 0,69, fysiologického roztoku (klicka bakterijni
masy do 3 ml a odtud 1 klitka suspense opét do 3 ml). Housenkadm jsme asepticky
injikovali asi 0,1 ml suspense mikroba do télni dutiny na hibetni strané mezi
6. a 7. zadedkovy &lanek; , krviceni bylo zabranéno kapnutim colodia na ranku.

Po injekei 24 hod. kultury Ps. noctuarum sklen$nou kapildrou do télni dutiny
housenek jsme dosahli uhynuti 100 9%, housenek béhem 3 dnt od infekce (obr. 4 A),
zatim co v kontrole, kde byl vstiikovan sterilni fysiologicky roztok, doslo k uhynuti
60 9, housenek sekundérni infekei (obr. 4 B). Podilela se tu i nakaza Ps. noctuarum,
ktera se rozmohla po poskozeni a zeslabeni hostitele.

Patogenita Ps. noctuarum pro bource pfi perordlnim poddvdni. P¥ podani listi,
silné natfeného kulturou Ps. noctuarum, objevila se az t¥etiho dne mortalita dosahu-
jici jen 14 9, takie o infekei zvySenou ddvkou mikrobit nemiize byt feéi (obr. 4 D).
Z téchto porovnani vyplyva, Ze Ps. noctuarum je pro housenky bource morusového
patogenni, jakmile se dostane do jejich t&lni dutiny. Kdyz vSak se dostane do
neposkozeného stieva, neplsobi smrt ani pti mnohokrat zvysené davce a zistava
béznym stfevnim mikrobem housenky. Zmnozeni mikroba v potravé neni tedy samo
o sobé podminkou nakazy housenky.

Kdyz sledujeme zatizeni hmyzu, ktera jej chrani pied zésahy z vnéjsiho prostiedi
a srovname je s obdobou u obratlovet, vidime, Ze tu jsou podstatné rozdily. Télo
obratlovee je vystaveno stdlému pronikani mikroorganismi zvendi kuzi a jejimi
odérkami, sliznicemi na povrchu i uvniti t&la. M4 proto vytvoren uéinny viestranny
obranny aparat korpuskularni i humoralni. Naproti tomu hmyz ma na povrchu téla
silny chitinosni pancit, ktery nelze béZné protrhnout, takze jim mikroby nepronikaji.
Uvnitt traviei trubice md pak predni i zadni 8dst chitinosni intimu, odpovidajici
stavbou pokozce. V entodermalnim mesenteronu sice chitinosni pokryv vyvinut
neni, ale jeho ochrannou funkei nahrazuje souvisla trubice, peritroficki membréna,
stale nové vznikajici na rozhrani predniho a stfedniho stteva a prochazejici celym
zaZivacim traktem nebo odd&lovana sekreci s povrchu celého mesenteronu. Prochéazi
tedy ochranny, potravu vedouci rukavec, celym zazivacim traktem az do Fitni asti
traktu, u nékterych druhti dokonce vyéniva jesté z téla ven. Je tedy celé télo chra-
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néno u hmyzu internim pokryvem, znemoZitujicim proniknuti bakterii. Tento
rozdil proti obratloveim projevuje se u hmyzu i rozdilem obranného systému,
charakterisovaného minimalni fagocytosou normalnich patogenti a nedostatkem
protildtek.

50

5 ts 25

Obr. 4. Prib&h hynuti housenek bource moru-
Sového pii infekci mikrobem Pseudomonas noc-
tuarum. A — injekce mikrobt; B — injekce
fysiologickym roztokem; C — smés sklenéného

Obr. 5. Septikemie I. stadia housenek Hyphantria

cunea pii ndkaze mikrosporidii Thelohania hy-

phantriae — F.G — prubdh septikemie v zapaie-
ném chovu Hyphantria cunea.

présku a kultury bakterii; D — ndkaza bakte-
riemi na listu; E — kontrola, normélnd krmené
housenky. Osa x: éas ve dnech, osa y: 9,
mrtvych.

Nejzranitelnéj$im mistem hmyziho téla zistiva peritrofickdi membrana. Je to
jednak blanka velice jemna, jednak po poSkozeni neregeneruje a naprava se déje jen
postupnou jeji vyménou doristdnim od cardie. Jakmile mikrobi proniknou mezi
peritrofickou membranu a sténu stfevniho epithelu, maji moznost projevit se jako
patogenni, podle své schopnosti pronikat do hmyzi tkané a podle své schopnosti
vytvaret toxické latky. Podle téchto vlastnosti se déli mikrobi ve stievé hmyzu
na dvé kategorie: na normalni nepatogenni stievni pasanty a na ,,oportunisty
ve smyslu Steinhausové (1949). Prvni nejsou patogenni ani pt#i injekei do télnf dutiny
housenky. Druzi jsou patogenni, jakmile se dostanou do télni dutiny nebo tkani
hmyzu. Podle dosavadnich na8ich znalosti neni jiné kategorie mikrobti u hmyzu,
nebot t.zv. piimi patogeni, jako je Bac. thuringiensis, jsou oportunisty, dokud
nedojde k sporulaci nebo k vniknuti jejich spor do zaZivaciho traktu hmyzu. Teprve
jejich spory a zplodiny pii sporulaci poskozuji stfevo toxiny a do takto poskozeného
stieva pronikaji oportunisté, vegetativni formy mikroba.

Patogenita Ps. noctuarum pro bource pFi poskozeni peritrofické membrdny. U naseho
Ps. noctuarum vSak s poS8kozenim stieva toxiny spor nemuzeme poditat. Musime
proto hledat jiny vyklad jeho n4dhlé didinnosti. Pfedpokladem naseho uvaZovani bylo
poskozeni peritrofické membrany, dovolujici proniknuti mikrobt do nekontamino-
vané prostory tésné na stfevni vystelce. Jako prosttedku pro pokus poskozeni peri-
trofické membrany jsme pouZili sklenéného prachu, pfipraveného z rozmélnénych
sklenénych kapilar (tfeny az do ztraty lesku). KdyZ housenkdm bource morusového
(III. a IV. stadium), majicim normalné Ps. noctuarum jako sttevniho pasanta, bylo
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podano listi moruse, postiikané suspensi skelného prachu a bakterijni kultury,
bylo mozno zaznamenat nahlé stoupnuti mortality: prvni den 309, a staly vzestup
az k dplnému vyhynuti housenek v pokuse (obr. 4 D).

Diskuse

Z vysledku pokusu je ziejmo, Ze za predpokladu ptitomnosti oportunisti ve stieve
hmyzu je mechanické poskozeni stievni peritrofické membrany jednim z pted-
poklada vyvoje patogenniho procesu v organismu hmyzu. Ukazuje také, Ze uvadéeim
faktorem infekce v chovech musi byt ndhodné poskozeni stievni peritrofické mem-
brany housenky at jiz pfi pienaseni ze staré na novou pastvu, nebo podanim potravy
tak zaprasené, Ze poskozuje membranu. Tady oviem musi byt bran zfetel na rozsah
poskozeni ‘(rozsah napadené é&asti vystelky) i na celou kondici housenky. Bylo
pozorovano, ze housenky nékterych japonskych ras bourcu, chované za téchze
podminek v nasSich insektariich, mély zcela malou mortalitu na septikemii v souvis-
losti s robustnéj§i membranou.

Poskozeni stfevni peritrofické membrany mechanickymi prostfedky nebo posko-
zeni stfeva toxinem pii klideni spor neni jedinym zpusobem, kterym se mikrobi
dostavaji do téla hmyzu piirozenou cestou. Z jinych pokusu, konanych s bekyni
velkohlavou, Lymantria dispar, vime, Ze zkrmovani rozmélnénych tél housenek
za§lych na polyedrii nenakaZenym housenkam téhoz druhu vedlo v znaéném pro-
centu piipadt k hynuti housenek na septikemii. Pfi tom sama bakterie z mrtvych
housenek neméla virulenci, potfebnou k vyvolani septikemie, ale plsobil tu ziejmé
tudinek chlupt housenek, poztenych s potiisnénym listim, spolu s G¢inkem mikroba.

Koneéné dalsim faktorem, uvadéjicim septikemii u hmyzu, je onemoenéni jinym
cizopasnikem. Tak p¥i svych pokusech s infekei housenek mikrosporidiemi jsme
bézné pozorovali, Ze v prvni fazi, 3. az 5. den po nakaze, hyne znadné mnozstvi
housenek na septikemii. I kdyz jsme pouzili spor mikrosporidie pfimo z tkané
hostitele, tedy v ¢&isté kultuie, byl prumeér stejny. Bylo prokazano, Ze planonty
mikrosporidii, vylézajici z otevienych spor a pronikajici do sliznice stieva hmyzu,
pusobi poskozeni peritrofické membrany i sliznice, kterymi pronikaji mikrobi a vy-
volavaji septikemii (obr. 5 F). Jeito pak ndkaza mikrosporidii probiha pomérné
pomalu, nez vypini celé tukové téleso, a septikemie rychle, nachazime housenky
neni ani diagnostikovéana. Takto se onemocnéni mikrosporidii projevuje v prvni
fazi jako septikemie, vyvoland normélné ve sttevé housenky piitomnymi oportu-
nisty. Obdobné je mozno si vysvétlit i fadu septikemii v piirodé, které jsou utaje-
nymi nakazami mikrosporidii a naopak si muZeme téZ vysvétlit pomérné mensi
frekvenci nakaz mikrosporidiemi. Podobné pusobi i nakaza ervy nebo polyedrie.

Koneéné poslednim z uvadéeich faktortt hmyzich septikemii podle nasich zkuse-
nosti, o nichz bychom se chtéli zminit, je zapafeni housenek. Dochizi k nému
predev§im v chovech, jiz méné v p¥irodé. Jakmile se na pfili§ malé ploSe nebo v prilis
malé uzaviené prostore chova uréité mnozstvi housenek, dojde k jejich zapafeni.
Poznivame to hlavné podle zvlhlych stén nadoby, zplihlejsich chlupt housenek
i podle typického zvadnuti rostlin za zmény barvy listd. Kdyz nyni housenky, které
jsou normalng pohyblivé a Zivotné, pfeneseme (pii sebelepsich ostatnich pod-
minkdach) do neptimétens velké prostory s hojnosti éerstvé a &isté nejlepsi potravy,
hynou pfece jen postupné viechny na septikemii, vyvolanou dotasnym poskozenim
zapafenim (obr. 5 G). Pod pojmem zapafeni musime ovSem spojovat fadu Einitelt
fysikalnich i chemickych. Je to piedevsim zvySend vlhkost a teplota, nedostatek
kysliku a prebytek kysliéniku uhli¢itého a mozna i fada daldich faktord jako jsou:
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nevhodné potrava, blizky styk jedincd atd. Na zakladé téchto pozorovani musime
predpokladat, ze bude mozZno pusobit i fadou chemickych &inidel, spojenych se
zmnozenim mikrobi, tézké septikemie mezi hmyzem a tak likvidovat namnoZeni
hmyzu na uréitém arealu bez poskozeni ostatni biocenosy.

Souhrn

1. Zjistili jsme, Ze Pseudomonas noctuarum White je béZnym puvodcem septi-
kemif v chovech bource moruiového u nas. Vyskytuje se normalné i ve stievé
zdravych housenek bource moruSového rasy , Madarska Zluta‘ vedle Micrococcus
varians, Sarcina flava a Pseudomonas hydrophilla.

2. Na zakladé studia patogenity Ps. noctuarum pro housenky bource jsme dospéli
k nézoru, Ze mikrobi jsou k hmyzu jen v poméru nepatogennich mikrobu a st¥evnich
»,oportunista, zasahujicich az pii poSkozeni hmyziho téla. Ps. noctuarum pusobi
pii injekei do télni dutiny bourcti 1009, mortalitu do 3 dnfi, poddn peroralné
prakticky nepusobi hynuti. Poskozeni peritrofické membrany stfeva mechanickymi
prostiedky (skelnym prachem) dochazi k rozvoji septikemie. Obdobné pusobi
i zkrmovani rozmélnénych housenek, zaSlych na polyedrii, hynuti na septikemii,
ktera tu je pravdépodobné vyvolavina zranénim peritrofické membriny chlupy
housenek.

3. Jako dalsi ¢initel uvadéjici septikemii uplatiiuje se onemocnéni jinymi cizo-
pasniky na pF. mikrosporidii, pfipadné zapaieni housenek v t&snych chovech.

(Obrazovd pFiloha X )
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CenTuremMusi TyTOBOrO IIEJKONPANA
A. Baiicep u O, Jlvicenko
Pesome

Brulo yeraHosIeHo, uro Pseudomonas nocttarum White spasiercsi o0braHO Bo30yAuTeeM cenTi-
KeMul TYTOBOTO 1IeIKONPALA, PasBoAuMoro y Hac. Pseudomonas noctuarum BCTpeuaeTcs HOPManbao
M B KUIIEYHMKe 3/J0POBBIX TyCeHMI[ TYTOBOTO LielKonpsAaa nopofs «Benrepckui senthiity HapAxy
¢ Micrococcus varians, Sarcina flava u Pseudomonas hydrophilla. Maydas narorensocrs P. noc-
tuarum sl TyceHMIB TYTOBOTO WIENKOTPARA, ABTOPH IPUINTM K BaKIIOYEHNIO, UTO BTH MUKPOOHI
ABIIAIOTCA IS IyCeHUI| HeNTATOTeHHEIMHM KYIIEUHEIMU «ONIIOPTYHUCTAMU», KOTOPHE aKTHBUBUPYIOTCA
TONBKO NpH HAPYHIEHWM IeJOCTHOCTH THaHelf HacekoMoro. IIpu MHEQeKIME B NOJOCTH TeNA ILENKO-
npsiza P. noctuarum srsuiBaer 1009, cMepTHOCTB B TedeHue 3 [Heil. IIpy BBefieHNNU Yepe3 POT CMepT-
HOCTb NMPaKTHYeCKH He HabmofaercA, CenTHMKeMus PasBUBACTCA MPY HADYIIEHMAX NepuTpoduieckoit
0607I0UKE KUIIEUYHIKA MeXaHUUeCKUMY CpelicTBaMi (CTeKIAHHHIM Nopomkom). Tak e peifctByer
I KOpM, COfiepsKailiit pasMebUeHHNX IyCeHNIl, Norn6umx or noauanpuu. CenTuKeMns BHBHIBACTCA
8lech, BePOSITHO, MOBpesKeHUeM NepuTpoduueckoil 0000UKM IETUHKAMY T'YCEHNIL. Hpyrue dak-
TOPHI, BHIBLIBAIOLIUE CeNTUKEMNIO, BTO 3apaeHle TPYTUMU NapasuTaMi, HANp., MIKPOCTIOPUAUAMYU,
WM TleperpeBaHUe I'yCeHHIl B TeCHHIX TIOMelleHNAX.

Silk-worm Septicaemia
J. Weiser and O. Lysenko
Summary

It was found that Pseudomonas noctuarum White is one of the common causes of septicaemia in
silk-worms bred in Czechoslovakia. Pseudomonas noctuarum is also found normally in the intestinal
flora of healthy silk-worm larvae of the ,,Hungarian Yellow* breed accompanied by Micrococcus varians,
Sarcina flava and Pseudomonas hydrophila. As a result of the study of the pathogenicity of P. noctuarum
for the larvae of the silk-worm, the authors came to the conclusion that bacteria have two types of rela-
tionship to the insects: nonpathogens causing no septicaemia in case of injection of the culture and
,»opportunists* living on the body and in the intestine of the insects and interfering as pathogens when
the body of the insect is damaged by other factors (intoxication, physical factors, secondary infections
by other microorganisms). When injected into the body cavity of the silk-worm, P. noctuarum causes
100 9, mortality within three days; administered orally it has virtually no lethal effect. The damage
of the intestinal peritrophic membrane by glass meal induced a septicaemia caused by P. noctuarum.
Feeding of material from crushed caterpillars also causes death from septicaemia, probably as a result
of mechanical injury to the peritrophic membrane by the hairs of the crushed larvae. Further causes of
induced septicaemia in insects are damage of the gut of insects by other parasites, as microsporidia.
or helminths, or the overheating of the larvae when bred under overcrowded conditions.
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Ceskoslovenskd
MIKROBIOLOGIE
roénik 1. (1956) — &. 5

Nové antibiotikum BU 271

VLADIMIR SEVCIK, MILOSLAV PODOJIL, MARTA KYSELOVA a ALENA VRTISKOVA
Ceskoslovenskd akademie véd, Biologicky tstav, mikrobiologické oddéleni, Praha

Reditel ustavu akademik Ivan Mélek

Dodlo 10. 11. 1955

Z vysokomolekuldrnich antibiotik u aktinomycet byl v literatufe popsdn mikro-
monosporin (Waksman se spol. 1942), aktinomycetin (Welsch 1937—1947), anti-
biotikum 2377 (anglicky patent 719.230) a thermomycin (Schéne 1951). Tato anti-
biotika miiZeme snadno odli8it od ostatnich antibiotik nizkomolekuldrnich pomoci
dialysy celofinovou membranou. Mikromonosporin a aktinomycetin jsou bilkovinného
charakteru, antibiotikum 2377 nenf bilkovina, ddva v8ak positivni reakei s anthronem
na ublohydraty a u thermomycinu neni udan bliz&i charakter molekuly.

V této praci uvadime nové antibiotikum pravdépodobné bilkovinného charakteru,
jehoz piitomnost jsme vystihli u blize neidentifikovaného kmene pidni aktinomycety
a pripravili jeho koncentrat.

Materidl a metody

Selekce pavodniho kmene aktinomycety z padniho vzorku jsme délali rozsevem na Petriho miskéch
na pudé: glukosa 1 %; 8krob 1,5 %,; kukufiény extrakt 0,56 %; (NH,),80, 0,35 %,; NaCl 0,5 %,; CaCO,
0,56 %; pH bylo upraveno na 6,9 a% 7,1. Jednotlivé kolonie aktinomycety jsme hodnotili metodou ptelé-
vacich testii, oznadovanou u nés té% jako Kelner-Krasifnikova metoda (Kelner 1949; KrasiPnikov 1950;
Paletkova a Neddsek 1954).

20 kolonii s maximélni produkei antibiotika na agarovych plotnich (s nejvétéimi inhibi¢nimi zonami)
jsme pteodkovali na Sikmé bramborové agary. Po tydenni kultivaci pti 28 °C jsme poutili vyrostljch
kultur na Sikmych agarech ke kultivaci na tiepatce. Od8tép aktinomycety s maxim4ln{ produkei na tfe-
padce jsme vybrali pro druhy rozsev na Petriho miskdch podobnym zptsobem jako puvodni kmen
aktinomycety. Stejné jsme opakovali i daldf rozsevy na vySe uvedené agarové puids s kukufiénym
extraktem, kterd svym velkym mno#stvim aminokyselin piedstavuje vhodné prostfedi pro biosyntesu
bilkovin (molekula antibiotika). Jednotlivé od$tépy jsme uchovévali na ikmych bramborovych agarech.

Laboratorni kultivace. Aktinomycetu jsme kultivovali na reciproké tiepadce o 100 kmitech/min.
8 rozkmitem 7,5 cm, a to ve varnych baiikdch o obsahu 500 ml. V baiikéch bylo po 80 ml vyse uvedené
pudy bez agaru. Kultivace probihaly pii 28 °C. Baiiky byly otkovény bud 1 ml vodni suspense spor
aktinomycety nebo 5 ml vegetativniho inokula, pfipraveného 24 hodinovou kultivaci na reciproké
tiepadce.

Titrace antibiotika. Antibiotikum jsme titrovali difusni metodou na agarovych plotnich (miséch)
podobnym zpusobem jako streptomycin. Jako testovaciho mikrobu jsme pouivali Bacillus subtilis
ATCC 6633 (Seveik 1954).

Za jednotku antibiotika BU 271 je povaZovéno mno#stvi antibiotika, jeho¥ inhibi¢ni zona odpovidé
pfi difusni metod$ velikosti inhibi¢ni zony zptisobené jednim meg base streptomyecinu. K¥ivka antibiotika
BU 271 pfi mikrobiologickych titracich odpovidé standardni k¥ivee streptomycinu v rozmezi 1 —8 j./ml.
Pti vyssich koncentracich je kiivka antibiotika BU 271 pon¢kud ni%si ne¥ standardni kiivka strepto-
myecinu. Pfi titracich fedime proto vzorek antibiotika pfiblizn¢ na koncentraci 1—8 j. S./ml (strepto-
mycinovych jednotek/ml).
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P#iprava surového prepardtu. Antibiotikum BU 271 muZeme adsorbovat na aktivni uhli pii kyselé,
neutralni i zdsadité reakei (pH 2, 7 a 9), eluce zuhli okyselenym methanolem nebo smési methanolu
a benzenu (1 : 1), viak nebyla nikdy pfFizniva. Organickd rozpoustédla antibiotikum Gésteénd rozruduji.

Protoze nebyla vyhodnd ani adsorpce na aktivni uhli ani extrakce organickymi rozpoustédly, byly
surové prepardty antibiotika pfipraveny lyofilisaci dialysovanych filtratd kultury aktinomycety.
250 ml girého filtrdtu kultury o pH 7,19 (500 j. S./ml) bylo dialysovéno proti destilované vods$ pfi 2 °C.
Po 48 hod. byl roztok prakticky zbaven elektrolytt. Po lyofilisaci roztoku jsme ziskali 370 mg bélavého
pradku s tdinnosti 410 j. S./ml. Podobnym zptsobem jsme pipravili z filtratu kultury s uéinnosti
980 j. S./ml surovy preparat s Gdinnosti 1150 j. S./mg. Od dalsiho &isténi surového preparatu jsme
upustili pro jeho znaénou nestalost.

Elektroforesa. K elektroforese antibiotika BU 271 jsme pouzili papiru Whatman ¢. 1 (7,5 % 30 cm),
a to jednak v 0,05 M octanovém ustoji pH 5,0 (250 V, 4,5 mA, 6 a 20 hod.), a dale v 0,0125 M fosfatovém
ustoji pH 7,0 (400 V, 0,1 mA, 3 hod.) a v 0,0125 M fosfdtovém tustoji pH 8 (250 V, 3 mA, 4 hod.). Jako
kontroly pro endosmosu jsme poutzili chloramfenikolu a Zelatinového hydrolysatu.

Vysledky a diskuse

Nové antibiotikum BU 271 jsme ziskali z kmene pidni aktinomycety, ktera je
v nadi sbirce uvedena pod ¢islem 271. Kolonie aktinomycety maji na agarovych
ptdach bélavy mycel s nazloutlymi sporami. Mycel je vespod rezavé barvy. Difundu-
jici pigment nevytvaii.

Isolovany kmen aktinomycety produkoval pii kultivaci na tiepadce na vyse
uvedené pudé 43 j. S./ml. Rozsevem na agarovych pudach byly ziskdny odstépy
s maximalni produkei 460 j. S./ml. P¥i daldim pFeodkovavini na Sikmych bramboro-
vych agarech vSak produkce antibiotika velmi rychle poklesla.

Druhym rozsevem jsme ziskali od$tépy (20), z nichZ asi polovina (9) antibiotikum
na tfepadce neprodukovala, ale &tvrtina kment (5) méla velmi pfiznivou maximalni
produkei (kolem 1000 j. S./ml), ktera vSak nebyla ptili§ stabilni. Velké rozdily v pro-
dukei byly pozorovany v jednotlivych dnech submersni kultivace, mezi ptvodnimi
kulturami a propagacemi, dale produkece antibiotika znaéné kolisala pii o¢kovani
téhoZz kmene v ruznych tydnech, coz bylo pravdépodobné zpisobeno malou stabi-
litou kmene.

Daldim rozsevem vybraného, silné produkéniho kmene (kolem 1000 j. S./ml pti
kultivaci na tiepadce), jsme ziskali 28 odStépd, z nichZz jiz vSechny produkovaly
antibiotikum p¥i kultivaci na t¥epadce. Asi polovina odstépu méla jiz velmi piiznivou
produkei (1000—2000 j. S./ml), produkee vSak byla stale jesté dosti kolisava, i kdyz
se kmen postupné stabilisoval. Stabilngj8i kmeny byly ziskiny aZ po dalim rozsevu,
kdy pti vyhodnocovani na agarovych plotnach se velikosti inhibiénich zon u jednot-
livych odstépt od sebe ptili§ nelisily.

Od&kovani aktinomycety vegetativnim inokulem 24 hod. starym se projevilo velmi
piiznivé na produkei antibiotika. Ve vSech piipadech bylo pozorovano velmi silné,
v ojedinglych piipadech az &étyrndsobné zvySeni produkee antibiotika. Pokud
na pt. u pavodnich kultur, otkovanych sporovym inokulem, byla maximalni pro-
dukce antibiotika po 6 dnech kultivace 530—730 j. S./ml, pohybovala se maximalni
produkce antibiotika u kultur oékovanych vegetativnim inokulem po 6denni
kultivaci v rozmezi 980—1050 j. S./ml.

Pii otkovani vegetativniho inokula do podobnych pid, na kterych bylo ptipra-
veno vegetativni inokulum, avak s jinymi zdroji ubliku (sacharosa, laktosa), nebo
do pid se sojovou moukou, nastalo ve viech piipadech zfetelné snizeni produkece
antibiotika.

Antibiotikum BU 271 je stélej§i pouze pii snizené teploté. Pii 2 °C je antibiotikum
st4.6 po nékolik tydni. P¥i laboratorni teploté je rychle rozrulovano pii kyselé,
neutralni i zdsadité reakei jiz po 24 hod. Varem po 15 min. je rozruseno pii vSech
zkousenych pH (2,0—7,0—9,0).
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Antibiotikum je G&in&jsi pii alkalické reakei (pH 7,5 az 8,0), 509, krevnim serem
ge snizuje Géinnost na polovinu. Organickd rozpoustédla antibiotikum rozruduji.

Antibiotikum nedialysuje celofanovou membranou a skvrna antibiotika na papi-
rovém elektroforegramu se barvi bromfenolovou modfi, coZz ukazuje na pravdé-
podobny bilkovinny charakter molekuly.

Antibiotikum BU 271 pusobi zvlasté na grampositivni bakterie. Na rtzné druhy
grampositivnich bakterii puaisobilo vétSinou v koncentraci 1—8 j./ml, kdeito na
rizné druhy gramnegativnich bakterii neptsobilo ani v koncentraci 100 j./ml.
Zv145té silng pusobilo na Mycobacterium phlei, na které ve srovnani s udinkem na
jiné bakterie piusobilo vice nez streptomycin.

Antibakterijnim spektrem a velikou molekulou se podobé antibiotikum BU 271
mikromonosporinu (Waksman se sp. 1942, Welsch 1947), od néhoZz se vSak lisi
stabilitou, zplisobem isolace (nevysrazi se po piidani 50—90 9, ethanolu nebo ace-
tonu) a zbarvenim. Pfi zahiivani filtratu kultury s mikromonosporinem po 60 min.
na 100 °C se rozrudi asi dvé tretiny antibiotika, kdezto p¥i zahfivdni roztoku anti-
biotika BU 271 na 100 °C je v8echno antibiotikum rozrufeno jiz po 15 min. Zatim
co je mikromonosporin spojen s oranZovym pigmentem, je antibiotikum BU 271
bezbarvé.

LD,, u mysi pfi intravenosni aplikaci preparitu s tGéinnosti 1150 j./mg bylo
45 mg/kg, coz odpovida 1035 j./mys.

Souhrn

Antibiotikum BU 271 bylo ziskdno z bliZe neurdeného druhu aktinomycety,
oznatené &s. 271. Antibiotikum je bezbarvd latka, nedialysuje celofanovou
membranou a skvrna antibiotika na papirovém elektroforegramu se barvi bromfe-
nolovou modfi. Antibiotikum pusobi pfevainé na grampositivni bakterie.

Antibakterijnim spektrem a velikou molekulou se podobd mikromonosporinu,
od ndhoz se viak 1i§j stabilitou, zptisobem isolace (nevysrazi se po pfidani ethanolu
nebo acetonu) & zbarvenim. Varem po 15 min. se iplné rozrusi.

LD;, u my3i pfi intravenosni aplikaci bylo 45 mg/kg.

Surové preparéty antibiotika ptipravil RNDr L. Novotny v Chemickém tstavu CSAV, za coz mu zde
dgkujeme. Déle dékujeme za technickou spolupréci M. Vivrové a E. Nedbalové.
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Hoemnii antubnorux BU 271
B. Hlesyur,, M. ITodour, M. Kuceacea u A. Bpmuwrosa
PeszwowMme

AnrTuGuorux BU 271 Ovul HaMy ToJydeH W3 TOYHee He ONPefelleHHOTO BUA AKTMHOMULETA, 060~
3HauYcHHOro Hamu N 271. Amtubnoruk BU 271 ato GecuserHoe BeniecTBo, KOTopoe He guddyHunpyer
13 KOJIIOAUIHOr0 Memouka. OH HelicTBYeT IpeMMYLIECTBEHHO HA I'DaM-TIOJIOMUTEIbHBIe DAKTEPUH.
Ilo cBoemy anTHGaKTePHIHOMY CIIGKTPY ¥ TI0 pasMepaM MOJeKYJH OH TIPUONUWHAETCA K MUKPOMO-
HOCHOPUHY, OT KOTOPOTO OTIHYaeTcHA ORHAKO CBoell yCTOMUMBOCTLIO M 10 cnoco0y M3oaAnuM (OH He
OCa[aeTCH Tocjle TpudaBIeHMA DTUIOBOTO CHMpPTA WIM alleToHA), a Takke 1O CBoell OKpacke.
Hunsvenne B reveHue 15 MuH. eT0o NoJHOCTBIO paspymaer. LD;, ANA Mplimelf npy BHYTPUBEHHOM
BBeJleHMU COCTABIANA 45 Mr/Kr.

The New Antibiotic BU 271
V. Sevéik, M. Podojil, M. Kyselovi and A. Vrtiskovd
Summary

Antibiotic BU 271 was obtained from a strain of Actinomyces labelled No. 271, but otherwise not
more closely identified. The antibiotic is a colourless, undialysable substance and acts chiefly on gram-
positive bacteria. Its antibacterial spectrum and the size of its molecules resemble those of micromo-
nosporine, but it differs from the latter by its stability, the method of isolation (it is not precipitated
after the addition of ethanol or acetone) and by its colouring. It is completely destroyed by boiling
for 15 minutes. The intravenous LDy, for mice was 45 mg./kg.
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Ceskoslovenskad
MIKROBIOLOGIE
roénik 1. (1956) — & 5

Dynamika mnoZenia virusu chripky v tkanivovych kultarach
v otddavych skimavkéach

JAN SZANTO a NADA VALENTOVA
Virologicky tstav CSAV, Bratislava

Doslo 17. 5. 1956

Pre porozumenie vzniku infekcie virusom chripky je potrebné poznat javy, ktoré
sa odohrivaju pri styku virusu s vnimavymi bunkami a sposob, ako prebieha roz-
mnozovanie virusu.

Aby sme poznali proces infekcie, pestujeme virus chripky na vhodnych objektoch a pozorujeme
dynamiku mnoZenia virusu, ktord poskytuje predstavu o niektorych stupiioch priebehu infekcie. Podla
objektu, na ktorom robime pokusy, usudzujeme, do akej miery sa daja vysledky pozorovani aplikovat
na vznik infekeie u ¢loveka. Pritom sa oboznamujeme aj 8 vlastnostami virusu samotného.

Doteraz méme vedomosti o dynamike mnoZenia virusu chripky na kuracich embryéch, deembryova-
nych vajitkach a v suspendovanych tkanivovych kultarach. Tieto skiisenosti chceme porovnat s rasto-
vymi krivkami virusu, ziskanymi z tkanivovych kultir v otéfavych skiimavkdch pri sledovani dvoch
vlastnosti virusu: infekénosti a hemaglutinécie.

Cielom nagej prace bolo zistit, aky vplyv maja uréité podmienky, ako druh tkaniva
a zloZenie vyzivnej tekutiny, na rozmnoZovanie virusu chripky v tkanivovych
kultirach a &i st rozdiely v mnoZeni virusu chripky typu A, kmetia PR 8 a virusu
chripky kmena A,. V praci poddvame tiez vysledky pokusov, v ktorych sme zisto-
vali infekéné titre virusu chripky titraciou infekéného materialu v suspendovanych
tkanivovych kultirach v otd¢avych skimavkach.

Materidl a metody

Tkantvové kultiry v otdéavych skumavkdch (tzv. r 2 ie thantvové kultiry) pre pozorovanie vzras-
tovej krivky virusu chripky. Tkanivo pozostdvalo z rozstrihanych chorionalantoickych bldn 10-—11dho-
vych kuracich embryi alebo z rozstrihanych 10dnovych kuracich embryi zbavenych hlavy a kondatin.
Tkanivo sme preplachovali fyziologickym roztokom, kym roztok bol celkom &iry. Do jednej skimavky
do kohttej plazmy sme vkladali 30 —40 explantatov. VyZivné tekutina pozostavala zo 709, Geyovho
roztoku, 209, kuracieho embryondlneho extraktu 509, a 109, neinaktivovaného konského séra
(zloZité vyzivné prostredie) alebo len z Geyovho roztoku (jednoduché vyZivné prostredie). Na jednu
skimavku sme pridali 1,5 ml vyZivnej tekutiny a 0,1 ml riedeného virusu z alantoickej tekutiny. Kultury
sa inkubovali pri 36 °C v otdéavom bubni.

Virusy. Vzrastova krivku virusu chripky v tkanivovych kultirach sme zistovali u laboratérneho
kmeria PR 8 a u kmena A; Cs1-1951, ktory prekonal 33 pasdZi na kuracich emboyéch, 10 pasézf
v suspendovanych tkanivovych kultarach z chorionalantoickych bldn a znovu jednu pasd% na kura-
cich embryéch. Infikovani alantoicki tekutinu sme riedili Geyovym roztokom, na jednu skdimavku
sme pridali 0,1 ml suspenzie virusu a 1,5 ml vyZivnej tekutiny stéasne so zaloZenim kultdr. Aby
sme zistili presné mnoZstvo virusu, ktoré sme pridali ku tkanivovym kulturam, uréili sme infekény titer
pridanej vyZivnej tekutiny, obsahujacej virus, titradciou na kuracich embrydch a hodnotu, ktorti sme
dostali, povaZzovali sme za vychodziu, t. j. infekény titer po 0 hod.
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Titrdcia virusu chripky z rozmnofovacich tkanivovych kultiir na kuracich embrydch. Pre zistenie vzras-
tovej krivky virusu chripky v rozmnoZovacich kulttrach sme odoberali tekutinu z dvoch skumaviek
v 8tvorhodinovych alebo kratsich intervaloch, ako to uvddzame vo vysledkoch pokusov. Odobrati teku-
tinu sme riedili dstojnym bujénom a u kazdého riedenia sme naotkovali $tyri 10—~12 diové kuracie
embryé intraalantoicky po 0,1 ml. Vaji¢ka sa inkubovali 48 hod. pri 35,5 °C. Infekény titer sme vypo-
¢itali podla Reed-Muencha (cit. Blaskovi¢ a spol. 1954) akumulaénym vypoétom.

Titrdacia virusu chripky z rozmmnofovacich tkanivovijch kultér v suspendovanich tkanivovych kultirach
z chorionalantoickych bldn v otdadavych skdmavkdch (tzv. titraéné thanivové kultiry). Po obdrzani dobrych
vysledkov pri titracii infikovanych alantoickych tekutin u virusov chripky A PR 8, A, Cs 1- 1951,
A, Cs 3-1954 a B Cs 1- 1949 v titraénych tkanivovych kultirach podla pmsposobene; Horvathovej
metédy (1954) a sudasne na kuracich embryach (vysledky uvddzame v tab. 1), pouzili sme tato metddu
aj pre titraciu infikovanej tekutiny z rozmnoZovacich tkanivovych kultar. Tkanivo v titratnych kulti-
rach pozostavalo z dobre premytych kuskov chorionalantoickych blan 10— 12 diiovych kuracich embryi.
Na jednu skiimavku sme pridali 0,1 ml suspenzie tkaniva, 0,9 ml vyZivne] tekutiny a 0,1 ml z kazdého
riedenia infikovanej tekutiny z rozmnoZzovacich kultir. Virus sme riedili vo vyzivnej tekutine, pozostd-
vajucej z fosfatového ustojného roztoku, glukozolu a 0,2 9, vajeéného bielku (Horvath 1954). Na kazdé
riedenie virusu sme pouzili §tyri skimavky. Kultury sa inkubovali 72 hod. v ot4tavom bubni pri 36 °C
au B kmeria pri 32 °C. Po tejto dobe sme pridali k 0,5 ml tekutiny z kadej skamavky 0,5 ml 0,5 9, ko-
hatich krviniek. Aglutindciu kohdatich krviniek sme odé&itali za 90 min. pri izbovej teplote. Infekény
titer sme vypoditali podla Reed-Muencha (cit. Bladkovi¢ a spol. 1954). Sudasne sme robili titraciu aj na
10—12 driovych kuracich embryédch spoésobom, ako je to vysSie opisané.

Zistenie hemaglutininov v tekutom prostredi rozmnofovacich thanivovych kultur. 0,5 ml dvojnisobnych
riedeni infikovanej tekutiny z rozmnozovacwh kultar po jednotlivych éasovych intervaloch vo fyzio-
logiekom roztoku sme zmieSali s 0,5 ml 0,5 9, kohutich krviniek. Aglutindciu krviniek sme odéitali
za 90 min. pri izbovej teplote. Hemaglutmacny titer udava to riedenie tekutiny z kultar, ktoré este
zapricinilo aglutindciu krviniek.

Vyjsledky

Vzrastové krivky virusu chripky, kmefia PR 8 v rozmnoZovacich tkanivovych kultiérach
z chorionalantoickych bldn. Dynamiku mnoZenia virusu chripky, kmeiia PR 8 v prvych
hodindch inkubacie sme sledovali uréenim vzostupu infekéného titra a hemagluti-
na¢nej schopnosti virusu v tekutom prostredi kultér. Do rozmnozovacich tkanivo-
vych kultiar z chorionalantoickych bldn 10—I11dnovych kuracich zarodkov sme
priddvali vyzivni tekutinu dvojakého druhu, aby sme zistili, aky vplyv ma zlozenie
tekutého prostredia kultir na priebeh rozmnoZovania virusu.
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Obr. 1. Priebeh adsorpcie a uvoliiovanie virusu

chripky, kmena PR 8, z buniek v rozmnozZovacich

tkanivovych kultarach z chorionalantoickej blany

s jednoduchym vyZivnym prostredim. o—o

1. pokus, o— — —o 2. pokus. 4 vymena te-
kutého prostredia kultir.

Obr. 3. Vzrastové krivky virusu chripky, kmena
PR 8, v rozmnozovacich tkanivovych kultarach
zo zmie$anych tkaniv celého kuracieho embrya.
0-ozloZité vyZivné prostredie (priemerné hodnoty
4 pokusov), o— — —o jednoduché vyZivné
prostredie (priemerné hodnoty 2 pokusov).

Os x: ¢as v hod., os y: vyska infekéného titra v log.
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V jednej sérii pokusov pozostavalo tekuté prostredie kultir s Geyovho roztoku,
kuracieho embryonilneho extraktu a konského- séra (zloZité vyZivné prostredie)
a v druhej sérii pokusov pozostévalo tekuté prostredie kultir len z Geyovho roztoku
(jednoduché vyzivné prostredie).

Priebeh rozmnoZovania virusu v tkanivovych kultirach len v Geyovom roztoku
prvych 8 hod. inkubécie uvddzame na obr. 1. Uvidzame vysledky z dvoch pokusov.
Po 1 hod. inkubécii sa 0 malo zmenii mnoZstvo voIného neadsorbovaného virusu
v tekutom prostredi kulttr. Tu sme stiéasne odstranili aj Geyov roztok spolu s volnym
virusom, kulttry sme preplachli fyziologickym roztokom a pridali sme &erstvy
Geyov roztok bez virusu. V dalSich intervaloch sme znovu titrovali tekuté pro-
stredie kultdr na obsah virusu. I po prepldchnuti kultir fyziologickym roztokom
ostava v skimavkéach dost zna&né mnozstvo virusu, ktoré je adsorbované na povrch
buniek a mo#no aj na plazmu, vystielajicu vnitorna stenu skimavky. Takto
povrchove adsorbovany virus sa odplavi potom do Geyovho roztoku a adsorbcia
virusu na bunky i vnitrobunkové mnoZenie virusu pokraduje dalej. Uvoliiovanie
virusovych &astic z buniek do tekutého prostredia nastdva po 4 hod.inkubdcii.
Infek&né titre sa teda medzi 4. a 8. hod. zvySujd, takZe po 8 hod. inkubacii dosahuja
alebo skoro dosahuji hodnoty zistené pri titracii v 0 hod.

Medzi 4. a 8. alebo 8. a 12. hod. uvolni sa

uz také mnoZstvo virusu, Ze infekéné titre 0
%o 8. alebo 12. hod. st uZ vyssie ako po 0 hod.
alej sa virus stdle uvoltiuje do tekutého 10

prostredia kulttr a po 48 hod. inkubécii (po
ktorti dobu sme robili pokusy) sme dosiahli
najvyssie infekéné titre. V niektorych poku- 0
soch sa dosiahol najvyssi infekény titer uz

po 24 hod.; v dalSom obdobi sa velmi ne- 10

menil alebo pomaly klesal. Toto sme pozo-

rovali hlavne v kultdrach len s Geyovym '

roztokom. 0
Zlozenie vyzivnej tekutiny kultdr nema4

vplyv na rozmnojovanie virusu chripky o~ |

v tkanivovych kultirach z chorionalan-
toickej blany, ako to vyplyva z obr. 2.
Krivky predstavuji priemerné hodnoty troch
pokusov so zloZitym vyZivnym prostredim, Obr. 2. Vzrastové krivky virusu chripky,

. , Py kmenia PR 8, v rozmno%ovacich tkanivovych
lebo troch pokusov s jednoduchym vyZivnym kulttrach z chorionalantoickej blany. o—o

prOStredim' zloZité vytivné prostredie (priemerné hodnoty
Ked sa pridé vadsie mnoZstvo virusu chrip- 3 pokusov), o— — —o_jednoduché vyZivné
Ry ku kultéram, tekuté prostredie obsahuje Prostredie (priemerns hodnoty 3 pokusov).
mnoho neadsorbovanych virusovych &astic . ,g;“ ?"f:‘fgn:h:"t‘k’m v Io
(po 4 hod. bol infekdny titer 10~ *%). 08 yi vyske am &
V priebehu kultivicie virusu nastdva relativne malé rozmnozenie virusovych &astic,
tak¥e infek&né titre virusu sa zvysia relativne menej nez v pokusoch, v ktorych sme
pridali ku kultéram viac zriedené inokulum. V tomto pokuse sa zvysil infekény
titer z 10-** po 24 hod. inkubécii na 10-*° a po 48 hod. na 10-%,
Rozmnozovanie virusu chripky v kulttrach z chorionalantoickych blén sme zisto-
vali aj pomocou dékazu hemaglutininov priamo v tekutom prostredi kultir. Prvé
hemaglutininy mézeme dokazat po 20—24 hod. inkubécii. Do tohto obdobia nemoé-
feme hemaglutinatnou skiéskou dokédzat pritomnost virusu v tekutom prostredi
kulttr. Vysledky podivame zo Siestich pokusov. V jednotlivych pokusoch bolo

0 2 24 36 48
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mnozstvo hemaglutininov po 20 hod. 0—1: 4, po 24 hod. 0—1 : 64, po 48 hod.
1:32—1:128 a po 72 hod. 1 :32—1 : 256.

Vzrastové krivky virusu chripky, kmefia PR 8 v rozmnofovacich tkanivovijch kultirach
zo zmiedanych thaniv celého kuracieho embrya. V tejto sérii pokusov sme pouzili
rozmnoZzovacie kultiry zo zmiesanych tkaniv celého kuracieho embrya. I u tychto
tkanivovych kulttr sme sledovali, aky vplyv m4 zloZenie vyZivnej tekutiny na prie-
beh rozmnozovania virusu. Pouzivali sme zloZité a jednoduché vyzivné prostredie
toho istého zlozenia ako v kulturach len z chorionalantoickych blan.

Po 4 hod. zistujeme niz&i infekény titer virusu ako po 0 hod. nasledkom adsorbceie
a vnutrobunkového rozmnozovania virusu. Niekedy zistujeme mensie mnoZstvo
virusu v tekutom prostredi kultir az po 8 hod. Dalii priebeh vzrastovej krivky
virusu zavisi od zloZenia vyZivného prostredia.

V tkanivovych kultirach so zlozitym vyZivnym prostredim sa hodnoty infekénych
titrov podstatne nemenia medzi 4, resp. 8 hod. a 16, resp. 20 hod. inkubécie, takze
do tohto dasu, t. j. do 16—20 hod. inkubdcie st infekéné titre nizsie ako pri zadiatku
pokusu, t. j. pri 0 hod.

V tkanivovych kultirach s jednoduchym vyzivnym prostredim sa vzrastové
krivky virusu podobaji vzrastovym krivkdm virusu v tkanivovych kultirach
z chorionalantoickych blén. Tu sa uvolni uz medzi 8—12 hod. inkubacie tolko
virusu do tekutého prostredia. Ze jeho titer prevysi mnoizstvo virusu pridaného
ku kultdram.

Vysledky tejto série pokusov vidime na obr. 3. Krivky predstavujii priemerné
hodnoty Styroch pokusov so zloZitym vyzivnym prostredim. lebo dvoch pokusov
s jednoduchym vyZivnym prostredim.

Aj v tkanivovych kultdrach zo zmieSanych tkaniv celych kuracich embryi
ostava mnoho volného neadsorbovaného virusu v tekutom prostredi kultiar, ak pri-
ddame malo zriedené inokulum. V tomto pripade tiez nastava relativne malé zvysenie
mnozstva virusu oproti kultdram, ku ktorym sa pridalo viac zriedené inokulum.
V pokuse s mélo zriedenym inokulom bol infekény titer po 4 hod. 10-** a po 48 hod.
bol 10 **, kdezto v pokuse so silno zriedenym inokulom bol infekény titer po
4 hod. 10 ***, po 8 hod. 10-'* a po 48 hod. bol 10 %,

Ked sme zistovali rozmnozovanie virusu chripky v takychto tkanivovych kulti-
rach pomocou hemaglutinaénych sktigok, vtedy prvé hemaglutiny sme dokézali
aZ po 24 hod. inkubdeii. V Siestich pokusoch sme nemohli dokazat medzi 0—24 hod.
ziadne hemaglutininy v tekutom prostredi kultir, po 48 hod. boli hemaglutina&né
titre v jednotlivych pokusoch 1:4-—1:32 a po 72 hod. 1 : 16—1 : 64.

Vzrastové krivky virusw chripky, kmesia A, Cs 1 - 1951 v rozmmoZovacich tkanivovych
kultiirach. Priebeh rozmnoZovania virusu chripky, kmetia A, Cs 1 - 1951 sme zisto-
vali v tkanivovych kulttirach z chorionalantoickych blan a zo zmie$anych tkaniv
z celého kuracieho embrya. Vyzivnd tekutina pozostdvala z Geyovho roztoku.
Kmen A; Cs 1-1951 po predchadzajicich pasdZzach na kuracom zdrodku a v tkani-
vovych kultirach sa vratil na kuraci zérodok; v pokusoch st vysledky z jeho novej
prvej vajcovej pasaze. S kazdym druhom tkaniva sme spravili tri pokusy.

Pri pouziti tkanivovych kultir z chorionalantoickej blany zadina rozmnozovanie
virusu po 8 hod. a mnoZstvo virusu uvolneného z buniek do tekutého prostredia
kultir prevysi infekény titer inokulovaného virusu. V tkanivovych kultirach
z celého embrya sa uvolni vicsie mnoZstvo virusu aZz medzi 12-—16 hod. alebo
aj o nieco neskorsie.

Priebeh rozmnoZzovania kmefia A; Cs 1 - 1951 v obidvoch druhoch tkanivovych
kultir je velmi menlivy a menej pravidelny ako u laboratérneho kmetia PR 8
typu A. Preto neuvidzame na obr. 4 priemerné hodnoty rastovvch kriviek. ale len
vysledky z jednoho pokusu z kazdej série pokusov.
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V tkanivovych kultirach z celého embrya si podstatne niZSie infekéné titre
po 24 a 48 hod. inkubiécii ako v tkanivovych kultirach z chorionalantoickej blany.
Tieto velké rozdiely vysvetlujeme tym, Ze sme pouzili sice ti istd alantoicku teku-
tinu, ale v pokuse z celého embrya o nie¢o neskorsie, takze infekény titer alantoickej
tekutiny klesol z 10— na 10-"%.

072t
-
10
1 L a L 1 1 L ! 1 A 1 1 1 i 1 1 L
0 2 24 36 46 0 2 24 36 <8
Obr. 4. MnoZenie virusu chripky, kmena A, Obr. 5. Titracia virusu chripky, kmena PR 8,
s 1-1951, v rozmnoZovacich tkanivovych z rozmnozovacich tkanivovych kultur v tit-
kultarach s jednoduchym vyZivnym prostre- raénych tkanivovych kultirach a na kura-
dim. 0—o tkanivové kultiry z chorionalan- cich embryich. 1. pokus: o—o titrécia
toickej blany, o— — —o tkanivové kultiry virusu v titradnych kultdrach, o—- —o tit-
zo zmieSanych tkaniv celého kuracieho récia virusu na kuracich embrydch. 2. pokus:
embrya. o— — -——o titracia virusu v titraénych kulti-

rach, X titrdcia virusu na kuracich embryach.
Os x: ¢éas v hod., os y: vyska infekéného titra v log.

Rovnako jako u kmeiia PR 8, aj u kmetia A; Cs 1 - 1951 sme zistovali pritomnost
hemaglutininov priamo v tekutom prostredi rozmnozovacich kultir poc¢as 72 hod.
inkubécie. U kmetia A; Cs 1 - 1951 sa ndm podas tohto obdobia inkubacie nepodarilo
dokéazat hemaglutinatnou sktskou pritomnost virusu v kulturach.

Titrdcia virusov chripky v titrabnyjch tkanivovych kultérach. Vzostup infekénych
titrov virusu chripky v priebehu pestovania v rozmnoZovacich tkanivovych kulti-
rach sme urdovali titrdciou infekéného materidlu z kultir na kuracich embryéch.
Nevyhodou tejto metédy je, Ze sa spotrebuje velké mnozstvo vaji¢ok. Preto sme sa
snazili vypracovat metédu titrdcie virusov chripky v tkanivovych kulturach.

Tab. 1. Titrécia alantoickych tekutin infikovanych virusmi chripky v titraénych tkanivovych kultirach
a na kuracich embryéch. IT = infekény titer. K. E. — IT na kuracich embryéch. T. K. — IT v titra¢-
nych tkanivovych kultdarach.

Druh
titrécie 1T 1T IT IT

PR 8 10-8,0 107,88 10-833 | 10-750 | 10858
A, Csl-1951) 10-8% | 10-63 | 10-83 | 10-50 10-8,2% ,
A, Cs3-1954| 10-8% | 10728 | 10-718 | 10-6% | 10-78 | 10-74 | 10-7% 10-7,°
B Cs1-1949] 10-7° 10-6,0 10-7,0 105,33 10-7,0 106,50

—

)
|
o
&
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Na titricie sme pouzili suspendované tkanivové kultury z chorionalantoickych
blan, ktoré sme zakladali do otd¢avych skiimaviek. Najprv sme vyskuagali ttto me-
t6du na paralelnych titracidch virusov chripky v titraénych tkanivovych kultirach
a na kuracich embryéch. Vysledky tychto pokusov uvédzame v tab. 1.

Titracie sme robili s kmetiom PR 8, kmetiom A, Cs 11951, tak isto paséZzovanym, ako to uvddzame
v pokusoch s rozmnoZovacimi kultirami, len z druhej, $tvrtej a siedmej vajcovej pasdZe po naokovani
virusu z kultir, s kmetiom A; Cs 3-195429.,11.a12. vajcovej paséZe a s virusom typu B Cs 1 - 1949
2o 49. a 50. pasdZe na kuracich embrydch.

Infekéné titre virusov chripky, ziskané rozmnozovanim virusov v titraénych tkanivovych kultiirach
s nizsie ako pri titrécii na kuracich embryéch. Najhorsie vysledky sme dosiahli s kmetiom A, Cs1-1951.
V jednom pokuse s kmetiom A; Us 3 - 1954 bol infekény titer, zisteny pomocou tkanivovych kultur,
vyssi ako titer zisteny na kuracich embryéch, ale beine si vidy vyslie titre na kuracich embryéch.

Na zaklade tychto vysledkov sme spravili dva pokusy, v ktorych sme zistovali
rozmnoZovanie kmetia PR 8 v rozmnozovacich tkanivovych kultirach z chorionalan-
toickych blan titraciou infekéného materidlu v titraénych kultirach. Pre kontrolu
sme robili aj titricie na kuracich embryach. Vysledky sii na obr. 5. V prvom pokuse
prebiehaji obidve krivky ziskané podla dvoch metéd titracie skoro rovnobeine.
V tychto pokusoch boli infekéné titre ziskané titraciou infekéného materialu z roz-
mnoZzovacich kultir na kuracich embryach vyssie ako infekéné titre ziskané titraciou
virusu v titraénych tkanivovych kultirach. Ked sme vypoditali priemerny rozdiel
medzi tymito dvoma krivkami, dostali sme hodnotu 0,63 log. V druhom pokuse bol
priemerny rozdiel 0,58 log medzi hodnotami ziskanymi titriciou virusu v titragnych
kultdrach a na kuracich embryéch.

Pretivanie virusu chripky v Geyovom roztoku pri + 4 °C. V niektoryech pokusoch s rozmnofovanim
virusu chripky v tkanivovych kulttrach v otadavych skimavkéch sme dosiahli uz po 4 hod. inkubécii
vyssie infeké&né titre ako po 0 hod. Tieto rozdiely boli niekedy znaéné, pri¢om sme nemohli predpokladat,
Ze by do 4 hod. nastalo z buniek tak velké uvolnenie uz rozmnozenych virusovych &astic do tekutého
prostredia. Pracovny postup bol tento: virus, ktory sme pridévali ku kulttram, sme riedili Geyovym
roztokom. Virus, ktorym sme infikovali tkanivové kultiiry, sme potom drZali v chladnitke a titrovali
sme ho stéasne s tekutinou odobratou z kultir po 4 hod. inkubécie v termostate. Slo o to zistit, ¢isa
nedeje dago s virusom drZanym v Geyovom roztoku v chladnidke potas doby 4 hod.

Pripravili sme preto taku istd suspenziu virusu chripky, kmenia PR 8 v Geyovom roztoku, akou sme
infikovali tkanivové kultdry. Suspenziu sme drfali v chladnitke pri - 4 °C. Riedili sme ju tstojnym
bujénom (podobne ako v ka¥dom pokuse pri otkovani materiélu z kultir na vajidka) a oSkovali v uréitych
intervaloch na kuracie embryé. Vysledky z takto prevedenych pokusov vidime v tab. 2.

Tab. 2. Pokles infekéného titra suspenzie virusu chripky, kmetia PR 8, v Geyovom roztoku uschovaného

pri + 4°C.
Infekény titer
Pokus
Ohod. | %hod. | lhod. | 2hod. | 4hod.
1. ‘ 10-49 | 10-40 | 10-416 | 10933 | 10-2,96
2. [ 10-40 | 10-33 | 10-33 | 10-2% | 10-23%
|

Virus udrfovany v Geyovom roztoku 4 hod. pri + 4 °C mal ni#$i infekény titer o 1,33 log, resp.
0 1,64 log ako v momente vkladania do chladni¢ky. MéZe sa tu jednat o ti¢inok soli na virus, ale podstatu
zniZenia infekéného titra nepozname,

232

Approved For Release 2008/04/10 : CIA-RDP80T00246A002900500005-0



Approved For Release 2008/04/10 : CIA-RDP80T00246A002900500005-0

Diskusia

Rozmno#ovanie virusu chripky prebieha v eykloch. Jeden cyklus predstavuje tieto etapy: adsorbeiu
virusu na vnimavé bunky, vstup do bunky, vnutrobunkové rozmnozovanie a uvolnenie virusovych
tastic do tekutého prostredia. V pokusoch na kuracich embryéch sa zistilo, %e virus chripky sa potas
1 hod. absorbuje na entodermélne bunky chorionalantoickej blany a konstantné periéda (kedy sa virus
eite neuvolituje do alantoickej tekutiny) trvé 5—6 hod. u typu A a 8—10 hod. u typu B (Henle a spol.
1947 a 1949). Blumenthal a spol. (1950) zistili, 26 po nao8kovani velmi zriedeného inokula do alantoického
vaku prvé 4 hod. nemo#no dokézat virus v alantoickej tekutine, ale po tomto obdobi nastdva uvolnenie
virusu do alantoickej tekutiny a titre infekénosti vzrastaji. V deembryovanych vajitkach nastdvae
uvolnenie virusu uz po 4 hod. alebo skorej (Finter a spol. 1954), teda skorej ako v kuracich embryéch.
Henle (1954) zistil v pokusoch na deembryovanych vajitkach, %e v pritomnosti RDE je viésie mnoZstvo
voIného virusu ako v pokusoch bez RDE. To sa vysvetluje tym, ¢ RDE rusi receptory volnych neobsa-
denych buniek a takto ostane vidésie mnozZstvo virusu volne v tekutine.

Po konitantnej periéde nastéva uvolnenie virusu do alantoickej tekutiny, ale nie nepretriite.
Blumenthal a spol. (1950) zistili tri obdobia, kedy sa nezvi&suje mnozstvo virusu. Prvé obdobie je medzi
8. a 10. hod., druhé medzi 14. a 16. hod. a tretie medzi 18. a 22. hod. Podla Henleho (1953) trvé prvy
cyklus rozmnoZovanie virusu chripky typu A 8 hod., druhy cyklus pravdepodobne 6 hod.

0dlisné vysledky sme zistili v pokusoch s rozmnoZovanim virusu chripky v tkani-
vovych kultirach v otdavych skimavkach. Odlisné vysledky mézeme vysvetlif tym,
%e na rozmnoZovani virusu chripky v tkanivovych kultirach sa mézu zadastnit
bunky vietkych troch zarodo¢nych listov chorionalantoickej blany, v ktorych sa
nemusi odohravat ten isty cyklus rozmnozovania (Henle 1953). Chorionovy a alan-
toicky povrch chorionalantoickej blany adsorbuje a vytvara rovnaké mnozstvo
virusu chripky (Tamm a Tyrrell 1954). Prvé rozmnoZenie virusu sme zistili medzi
4. a 8. hod. alebo medzi 8. a 12. hod. inkubécie. Zistili sme, Ze aj adsorbcia je pre-
dlzens, ako to vidiet z obr. 1. Toto méze byt zapritinené vrstvou plazmy, ktors
brani vniknutiu virusu do bunky podobne, ako to zistil Kléne (1954) u virusu
poliomyelitidy. Velké fazkosti robi vSak dost znadné mnozstvo neadsorbovaného
virusu v tekutom prostredi po adsorbeii a vniknuti virusovych dastic do
buniek, takZe sa neda zistif presne ¢as uvolflovania virusu z buniek do tekutého
prostredia. Zna&né mnoZstvo virusu ostdva aj po vymene tekutiny a prepldchnuti
kultir, &o sa vysvetluje tym, Ze sa méZe adsorbovat len na bunky a nevnika do buniek
alebo moéZe byt zachyteny aj na povrchu plazmy. Po pridani derstvej tekutiny sa
virus uvolni a dalej sa méZe adsorbovat na vnimavé bunky. Ackermann a spol. (1955)
zistili, Ze virus adsorbovany na bunky moZno prepieranim tkaniva giastoéne od-
stranit a predpokladaji, Zze mdze ist o reverzibilnd vézbu virusu.

V suspendovanych tkanivovych kulttrach trva adsorbeia virusu na bunky 2 hod. (Womack a Kass
1953). V nasledujicich 6 — 10 hod. nast4va relativna stabilizicia a fluktuécia infekénych titrov nésledkom
vnitrobunkového rozmnoZovania virusu. Potom nastdva rychly vzostup infekénych titrov. Toto
obdobie trvé 6 hod. Cely cyklus podas prvého obdobia rozmnoZovania virusu trvé 18 hod. Kym sa
dosiahne maximélny infekény titer, opakuju sa tri — &tyri cykly.

V priebehu rozmnoZovania virusu chripky v tkanivovych kulturach v otd¢avych
skimavkach sme nezistili hranice medzi jednotlivymi rozmnoZovacimi cyklami.
0Odliné vysledky sme dostali, ked sme pestovali virus chripky, kmeni PR 8 v tkani-
vovych kultdrach zo zmieSanych tkaniv celého kuracieho embrya v pritomnosti
zloZitého prostredia. A% medzi 16—20 hod. alebo 20—24 hod. prevysi mnoZstvo
uvolneného virusu z buniek infekdny titer inokula nezivisle od vysky infekéného
titra. Do tohto obdobia sa infekéné titre chovaji nepravidelne, nieto sa zvy3uji
alebo zniZuju. Takyto priebeh vzrastovej krivky virusu mozZno vysvetlit ‘idinkom
inhibitorov rozmnoZovania virusu a mensim podtom vnimavych buniek v tkanivo-
vych kultirach zo zmieSanych tkaniv z celého kuracieho embrya, alebo inym meta-
bolizmom buniek ako v bunkach chorionalantoickej blany.
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Priebeh vzrastovej krivky virusu zavisi aj od toho, &éi pouzijeme adaptovany alebo neadaptovany
virus. Wang (1948) zistil pomalé rozmnozovanie neadaptovaného virusu na mysiach. U adaptovaného
virusu je maximélne rozmnoZenie infekénosti uz po 12 hod., kym u neadaptovaného az po 48 hod.
Adaptovany virus sa zadéne rozmnoZovat na mysiach po 6 hod. a neadaptovany virus len po 12 hod.
(Davenport a Francis 1951).

RozmnoZovanie virusu chripky, kmetia A; Cs 1 - 1951, je menej pravidelné ako
laboratérneho kmetia PR 8. Je zndme, Ze A, kmene sa aj tazsie pestuji v tkanivovych
kulttrach. Henle a Rosenberg (1949) nepozorovali rozdiely v zadiatku uvolfiovania
virusovych Sastic v kuracom zarodku u réznych kmeniov skupiny A. Rozdiel je medzi

typom A a B.

Po inokulécii virusu chripky A do alantoického vaku kuracieho embrya ostéva rezidudlny hemagluti-
na¢ny titer konitantny 3—4 hod., nado sa zaéne zvysovat. V pripade B virusu je tento interval 4—5 hod.
Ked vstrekneme silno zriedené inokulum, nestaéi mnozstvo virusu, uvolneného z prvého eyklu rozmno-
Zovania, spésobit hemaglutindciu & objavi sa neskorsie (Henlé 1953). Blumenthal a spol. (1950) dokézali
prvé hemaglutininy v alantoickej tekutine po 10 hod. inkubdcie. V deembryovanych vaji¢kach sa in-
fekény virus a hemaglutininy uvoliiuju suéasne po 4 alebo menej hodinovej inkubécii (Finter a spol. 1954).
Womack a Kass (1953) pozorovali stipnutie hemaglutinaénych titrov v suspendovanych tkanivovych
kulturach z chorionalantoickej blany po 12—16 hod. inkubdcii a vrchol dosiahli az na 2. az 4. defi
inkubdcie.

V rozmnozovaecich kultirach z chorionalantoickej blany sme dokazali prvé hema-
glutininy najskorej po 20—24 hod. inkubicii. V rozmnoZovacich kulturach z celého
embrya sme nemohli dokazat do 24 hod. hemaglutininy; tie sa objavuji v tekutom
prostredi kultir a% po tomto obdobi. U kmetia A; (s 1 - 1951 sme nedok4zali v prie-
behu pokusov Ziadne hemaglutininy v tekutom prostredi, hoci infekéné titre s
znadne vysoké. Pri¢inu tohto javu nevieme blizsie vysvetlit. Je mozné, Ze spresnenim
hemaglutinaénej skiasky dali by sa dokdzat hemaglutininy aj v skorsich obdobiach.

Sahrn

Sledovali sme dynamiku rozmnoZovania virusov chripky v tkanivovych kultirach
v otadavych skimavkach. Pokusy sme robili s virusom chripky A, kmenom PR 8
a kmetiom A, Cs 1-1951. Tkanivové kultiry sme zakladali z chorionalantoickej
blany a zmiesanych tkaniv z celého kuracieho embrya.

Po adsorbeii a vnitrobunkovom rozmmnozovani virusu pozorujeme prvé uvolio-
vanie virusovych ¢astic do tekutého prostredia kultir medzi 4. a 8. hod. inkubacie,
niekedy aj o nie¢o neskorsie. Infekéné titre sa nepretrzite zvySuji a dosiahnu
maxima uZ po 24 hod. alebo po 48 hod. inkubacie. Rozmnozovanie kmetia A,
Cs 1-1951 je menej pravidelné ako rozmnoZovanie laboratérneho kmetia PR 8.

V pritomnosti kuraciecho embryonalneho extraktu a konského séra vo vyzivnej
tekutine kultdr zo zmieSanych tkaniv z celého kuracieho embrya prevysi mnozstvo
uvolneného virusu az po 16—20 hod. inkubéacie mnozstvo pridaného virusu ku
kultdram.

Prvé hemaglutininy v tekutom prostredi kultir sme dokazali u kmeria PR 8
najskorej po 20 hod.. ale vo viiéSine pokusov este neskorsie. RozmnoZovanie kmetia A,
Cs'1-1951 v tkanivovych kultirach v otadavych skimavkich sme pomocou hema-
glutinatnej skusky nedokazali.

Zistili sme, Ze mnozstvo virusu v rozmnozovacich tkanivovych kultarach sa da
titrovat v titraénych tkanivovych kulttirach z chorionalantoickej blany, pestovanych
v otadavych skimavkéch, ¢o ma vyznam pre laboratérnu prax, lebo sa tym uSetri
mnoho materialu.

Za technickt spolupracu dakujem M. Kubalovej
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JuHaMuka pasMHOMeHUA BUPYca IPUINA B TKAHEBHX KYJbTYPax BO BPAUlAINXCH
npobuprax

A. Canmo u H. Basenmosa
PesowMme

ABTOPHI MCCIIeOBAJIN AMHAMUKY PA3MHOKeHUA BUpPYyca IPHINA B TKAHEBHIX KyJIbTypaX Bo Bpaia-
omuxcA npoduprax. OTbTH NPOUBBOAMINCH ¢ BUpycoM rpummna tuna A, mramm PR 8 u wramm A,
Cs. 1—1951, OcHoBot TKaHEBHIX KYJIBTYP CIYHWIM XOPMOHAJLIAHTOMCHBIE 000JIOUKI U CMelIaHHbie
TKaHM Bcero KypuHoro sapopsima. Ilociie amcop6uum m BHYTPUKIETOYHOTO PasMHOMKEHMA BHUDYCA
NepBhie NPU3HAKU BHIJIeIIeHUs BUPYCHBIX YacTHULl B KUAKYI0 KyJbTHBAIMOHHYIO cpefy HablonanTca
MeHy 4-BIM U 8-BIM YacoM MHKyOauuM, a WMHOIZA M HECKOJBKO mosfHee., VHPeKIMOHHLIE THTPHI
HeNpPEepPHBHO JIOBHINAKTCA U JKOCTHTAlT MaKCHMyMa dYepes 24—A48 vac, mHKyOauuu. PasmHo)keHuHe
mramma A, Cs. 1—1951 oraudaercs MeHbIme#t NPABHIBHOCTHIO, YeM PABMHOMEHME nabopaTopHOTrO
wramma PR 8. B npucyrcTsuu B nuTarelbHON Cpefle KYPHHOTO SMOPHOHAIBHOTO SKCTPAKTA ¥ JIOIA-
AUHON CHIBOPOTKM B KyJbTypaxX M3 CMEIIAHHBLIX THaHedl Bcero KYpPMHOTO 3apofslLa KOJWYECTBO
BHIIENIHEMOT0 BUpYCA TPEBHINIAET KOJIMYECTBO BUPYca, MPUOABIEHHOTO K KYJIbTYype, TOJNBKO dYepes
16—20 uacoB nnkyGanuu. Hann4ume reMarrmoTMHYHOB B UTATeNbHON cpefie KyabTyp mramma PR 8
MBL BIIeDBHle yCTAHABAMBAJIN Tocile 20-uacoBolt MEKYOanuu, a B GONBIIMHCTBE CIy4Ya B enle No3/Hee.
Pasmuosenne mramma A, Cs. 1—1951 B TKAHEBHX KYIbTYPaX BO BPALIZIOIUXCH npobupKax He GHIIO
HaM{ ¢ TMOMOIUBI0 PeaKI(MK TeMarrIioTHHAIMM JoKa3aHo, ABTOPH YCTAHOBHMIIM, YTO THTPAUMA KO-
YecTBa BUPYCA B TKaHEeBHIX KYJbTypaX, CILyalllMX JJIA er0 PAsMHOKeHMHA, BO3MOKHA B KYJIbTypax
XOPUMOHAILIAHTONCHBIX 060J104eK BO BpAIAIOIUXCA NMpoOUpKaX, — YTO UMeeT 3HaYeHue AJIA nabopa-
TOPHOM JIPAKTUKYM BBHUY 3HQUNTENbHON DKOHOMUYM MaTepuala.
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The Dynamics of Reproduction
of the Influenza Virus in Tissue Cultures in Roller Tubes

J. Szdnté and N. Valentovd
Summary

The dynamics of reproduction of the influenza virus were observed by the authors in tissue cultures
in roller tubes. The experiments were performed with the influenza virus type A, strain PR 8 and
strain A, Cs 1 - 1951. Tissue cultures from the chorio-allantoic membrane and mixed tissues of the whole
chicken embryo were used. Following adsorption and intracellular proliferation of the virus, the first
liberation of virus particles into the liquid phase of the cultures may be observed after 4—8 hours
of incubation, sometimes a little later. The infection titres continuously increase and reach a maximum
after 24 —48 hours of incubation. The proliferation of the strain A, Cs 1 - 1951 is less constant than the
proliferation of the laboratory strain PR 8. In the presence of the chick embryo extract and horse serum
in the nutritive fluid of cultures from mixed tissues of the whole chicken embryo, the amount of liberated
virus surpasses the quantity of virus originally added to the cultures after 16 — 20 hours of incubation
at the earliest. The first haemagglutinins were not found to be present in the liquid phase of the cultures
until after 20 hours of incubation in the case of strain PR 8, while in most of the other experiments they
appeared still later. We did not succeed in demonstrating the proliferation of the strain A; Cs 1 - 1951
in tissue cultures in roller tubes with the aid of the haemagglutination test. It was found that it is possible
to titrate the amounts of the virus in these proliferating tissue cultures in titration tissue cultures from
chorio-allantoic membrane kept in roller tubes. This finding is important for practical laboratory work,
since in this way it is possible to save a large amount of material.
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Kritiky a recense

O mnoZeni a péstovani mikroorganismu, zvlasté bakterii*)

Pres tyto obtize katdy, kdo se pozorovdnim mnoZeni bakterii nékdy zabyval, si musil viimnout,
%e vzniklé buiiky nejsou rovnocenné. Nékteré z nich ustdvaji v ddleni dfive, jiné pozddji, nskteré z nich
odumiraji. Jejich riznocennost lze sledovat podle vzhledu bud v barveném preparitu nebo ve fézovém
kontrastu. To lze celkem dobie pozorovat u kvasinek nebo streptokokkti, kde jsou v fetizku za pouziti
Erhlichova barveni n¢které buriky modré a jiné ¢ervené. Jiz z toho jednoduchého dikazu je moZno
usoudit, Ze hldsané nesmrtelnost bakterii neexistuje a #e mikroorganismy maji v individuélnim vyvoji
jako vBechno na svété svij vznik, rast a zénik, Tento individudlni vyvoj neni podminén jenom vniti-
nimi faktory, ale i vn§j$imi podminkami. A tak kaZidé4 mikrobni kultura je spoledenstvi, v némz se
vyskytuji jedinci rtzného stéii: nalézdme tu jedince mladé, jedince v obdobi intensivniho mnoZeni,
jedince hynouci a mrtvé. A protoZe v priubéhu individuilniho vyvoje kazdého organismu — a tim vice
je tomu u bakterii — se méni poméry ve vyménd latkové, v reaktivnosti na prostiedi, atd., pak jaké-
koli kultura mikroorganismu se sklédé z jedincii znaénd morfologicky i fysiologicky rozlisenych. Tato
diference se stupiiuje vlivem nestejnomérnosti vnéjsich podminek. Kultura se méni, a to tim vice, ¢im
vice se méni vnéjsi podminky ve statickych podminkéch a zvléité pak na pevnych pudich i &¢innosti
vlastnich bakterii. Na takovych pevnych substritech u éistych kultur pii deldim uchovavani vznikaji
formy morfologicky i fysiologicky odlisné od puvodniho kmene. Staré kultury E. col¢ na pevnych
padach pfi pokojové teplotd tvoif mukosni valy. V kolonii se zvétduje podet G-variabilnich nebo G-posi-
tivnich bunsk. Builky se méni i tvarem. U n&kterych dochdzi k zvySeni granulace plasmy, pozdsji
i k rozpadu. U kultury Str. lactis, kterd byla delsi dobu p&stovéna na MPA, mizely typické fetizky,
kultura vytvéfela Zluté barvivo a mikroskopicky bylo moZno pozorovat tetrady. Enzymatické éinnost
se zna¢nd sniZila. Vznikly nové formy mikroorganismii 8 vlastnostmi odlisnymi od puvodniho kmene.
Mikrobni kultury proly tak urditym vyvojem, ovlivndnym vnéjsimi podminkami. O¢kovénim jsme
dosahli upevnéni téchto znaka v urditém sméru, i kdyZ ne zaméieném k pifesnému cili. Abychom dosahli
takového tieba nechténého vybéru, musi tu byt proménlivost mikrobu a musi tu byt i pfezivéni forem,
které jsou nejvice prizpusobené danym vndjsim podminkém.

Kdyby vsak viechny dcefinné buriky byly rovnocenné, nemohla by tu byt proménlivost a nemohl
by tu byt ani vyvoj. Ale jak akademik Mdlek ukazuje, v mikrobnich kulturdch neni této rovnocennosti.
Je tfeba si proto v8imnout citace Ijerusalimského: ,,P¥iéinou jejich individudini rozliénosti jsou rozli¢né
podminky, za jakych se jednotlivym mikrobtim dostdva potrava.” Ijerusalimskij uvadi dale, Ze jsou
t#i druhy bundk, z nich% ndkteré daji nékolik vegetativnich d&leni a vytvéieji spory, jiné nedokondi
sviij ¥ivotni cyklus a t¥eti ,,se tak siln® opozdi ve vyvoji, Ze hynou, jakmile se setkaji se silnd ménivifmi
se podminkami ve staré kultufe. Z toho je vidét, 2e v mikrobnich kulturédch probihé pfirozeny odpad
jedinct’’ (podtrieno mnou J. V.). Domnivédm se, %e toto je nejlepiim dokladem, %e v mikrobnich kultu-
rach je prezivani a tudi? vnitrodruhovy boj jako konec konel v celé p¥irods, do niz podstatnd neza-
séhl ¢loveék. Veskery fakticky materiél, ktery je snesen v praci akademika Mélka na toto tema, jasné
ukazuje, Ze toto soutéZeni skutednd existuje. PFi tom se nesmime divat na ,,vnitrodruhovy boj‘‘ jako na
pouhé pozirdni, nybr? jako na pfezivéni nejschopndjsich jedinci. Tak o ndm také hovoii Engels v Dia-
lektice pfirody, kde piSe: ,,Proto boj o %ivot je jen ndzev, a to jestd ne pfesny, pro néco co existuje,
ale co mé rizné formy, to je mnohem sloZitdjdi, nez aby se dalo uzaviit do jednoduché formulace byti
poZirdn*’,

Presto, Ze akademik Mélek snesl mnoho materidlu ve dvou kapitolach, které podporuji takovyto
pohled na vzéjemnou konkurenci uvnitf druhu, pfece souhlasi s Krasilnikovem v tom, %e boj uvniti
druhti neexistuje.

Krasilnikov #ké: ,,Kdyby byla teorie vnitrodruhového boje spravnd, byl by nejostiejsi boj mezi
burikami v obdobi logaritmického rustu, kdy probihé rozvoj a mmefeni nejbouilivéji & je tudiZ i nej-
vétsi potieba viech Zivotnich zésob*. (Mélek str. 74). Domnivdm se, Ze se tady Krasilnikov mylil.
Bojovat v dobd logaritmického rastu, to znamend tehdy, kdy je viech %ivin dost, to by byl boj pro
boj, a s takovym metafysickym vysvétlenim souhlasit nemuZeme. Jisté Ze nebudeme bakterie obvi-
fovat, Ze pfi nadmérné vyzivé bojuji o ndjaké ndbozenské smysleni. V Zivé piirodé se muze vyskytovat
vzéjemné soutdZeni teprve tehdy a také se vyskytuje, kdy je Zivin nedostatek. Pravé tak vzidjemnd
pomoc se muZe vyskytovat a také se vyskytuje tehdy, kdy je Zivin nadbytek.

Na té%e strance Mélek pi%e: ,,A i hynuti bun&k, které se pozoruje v obdobi stacionernim a v obdobi
ubytku, nemuze byt vysledkem vz4jemné konkurence nebo boje o vyzivu a jiné prostfedky k Zivotu, nybrz
dovozuje, %e jde o pfezivani jedinet ovlivnénych jejich individuélnimi zvidStnostmi. Pri tom dale
rozbird, v éem jsou tyto individudln{ zvlaStnosti, ale zduraztuje, %e ruznorodost mikrobi v kultufe,

*} Dokonéeni &lénku uverejnéného ve 4. ¢sle Cs. mikrobiologie.
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kterd se projevuje pravé riznou Zivotaschopnosti, je béznym zakonitym déjem v kazdé kultufe. Myslim ,
%o jeho dikazy jsou dostatetné, abychom teorii vnitrodruhového boje pii rastovych kiivkéch naprosto
& dirazné mohli odmitnout”. Tak na jedné strand se uzndvd prezivani nejschopnéj$ich jedincti zcela
v darwinovském slova smyslu, uzndvé se, %e metabolismus a celkovd &innost mikrobt je u jednsch
jedinet lépe vyvinuta nez u druhych, na druhé strand se ukazuje, ,,%6 odumiréni mikroba v kultuie
Je ovliviiovano zevnimi vlivy a tedy i prostfedim, které si mikroby ve statickych pomérech vytvafeji
a pfece toto hynuti nemé byt vysledkem vzajemné konkurence ?

Domnivdm se, Ze chyba tkvi v tom, Ze jsme pi{li¥ nekriticky pfevzali nékteré nazory Lysenkovy,
ktery popiré jakoukoliv soutdZ nebo vzajemnou pomoc uvnit¥ druhu, protoZe si nejdfive pojem boje
o byti ziZil na ono vzdjemné poZirani, s kterym se samoziejm® na pieniéném nebo %itném poli nemohl
shledat.

Je prece znamo, %e raznorodost kazdého zrna a tim i kazdého stébla je mnohem mensi. Zakladni
snahou Slechtitelti a péstiteld je to, aby osivo bylo stejnomérné. Také jedinci na kaidém poli jsou
stejné staff. Jinak je tomu ov8em v mikrobnich kulturdch, jinak je tomu i v celé ostatni ptirods, pokud
do ni nezaséhl lidsky zédkrok do takové miry, jako pfi péstovéni polnich plodin. Uznévame-li existenci
vzéjemmné pomoci a vzdjemného soutéZeni u mikroorganismii, neznamené to, %e se chceme zastdvat
Bailova zékona o tak zvané M-koncentraci nebo dokonce malthusisnstvi. Bail z nedostatedns pro-
véfeného pokusného materidlu dosel k zédvéram, %e v urditém objemu Zivné pudy miZe byt dosazeno
jen uréité koncentrace a Ze za maximélni koncentrace sice neptestava mnoZeni bakterii, ale ¢4st bundk
musi odumirat, aby byla tato idedlni koncentrace zachovéna. Bail pfi tom podcetiuje vyznam vngjsich
podminek prostfedi, mnoZeni bakterii je u ného ovlddéno jakymisi vyssimi silami. Proto je tato teorie
Spatnd a nepravdiva. Pokud se tyde Malthusovy teorie byla jiz tolikrat vyvrécena, %e se domnivém,
%e neni vibec zapotiebi se zabyvat jejimi pavédeckymi vyvody.

Neni tedy otézkou, zda vzéjemnd konkurence ve spoledenstvi mikroorganismt stejného druhu
existuje, ale musime se ptat, k demu vede a zda je Gdinnym faktorem pii selekci mikroorganismu.
Rychlé vymirédni ve staciondrni fazi je zavindno tim, %e se prestivaji mnozit jen ndkteré buriky, to je
buriky méné schopné. Nesporn® pisobi tady také proteolytické fermenty bakterii. Vidy se véak ve
starych kulturdch s vyterpanymi zivinami a nahromad$nymi produkty metabolismu vyskytuji buiiky,
které se mnozi, & to je vlastni podstate darwinovského prirozeného vybdru, &ili prezivani nejschop-
néjsich. Mue viak byt tento vybér z netim&rného mnoZeni ku prospéchu p#i hledéni novych a vykon-
nych ras mikroorganismii ? MaZeme se domnivat %e nikoli, protoZe neprobihé v piesné fizeném sméru.
Proto metoda starych kultur neni pokldddna za vyhodnou pro selekei novych priimyslovych odruad.

To oviem neznamend, %e¢ bychom neméli nebo %e nepouZivime v pramyslu vyrobnich procesi,
pfi nichZz nechédvédme projit kulturu véemi obdobimi a# do 4ste¢ného tpadku. To plati zejména tam,
kde ném jde o produkt mikrobni vymény latkové a nikoli o samotnou mikrobni hmotu (na p¥. vyroba
vina, kvaseni piva, atd.).

Pfi umélé selekei maji daleko vétdi vyznam ty metody, pfi nich# pfizpéisobujeme mikroorganismy
zménénym podminkédm tak, aby piezivajici jedinci byli 16pe témto podminkdm pFizptisobeni. Jednim
z takovych zplisobit miize byt metoda selekce v proudicim prosttedi. MtZeme ji tedy zv1asté pii postupné
zménd vnéjsich podminek, na pf. postupném zvysovani koncentrace #ivin, poklddat za metodu aktivni
selekce pro pramyslové organismy.

Jeitd k otdzkdm ontogenese mikrobii a k ndzoriim na stadijni vyvoj u mikroorganismii. Domnivam
se, %e je nutno souhlasit s ndzorem akademika Malka, %e je ,,z4sadné nespravné vysvétlit zmény v kul-
tufe jako smény jednotlivych stadii. N&kteti autofi dasto mechanicky piendeji vyznamné Lysenkovy
objevy o stadijnosti u rostlin na mikroorganismy. Smaguji individualni vyvoj mikroorganisma s vy-
vojem stadijnim, coZ neni spravné.

Aby néktera rostlina prosla celym individualnim vyvojem a dostala se do \idobi zralosti, musi projit
urdéitymi stadii, na pf. tepelnym a svételnym. Neprojde-li t&mito stadii, nevytvai kvéty ani plody.
A jak je tomu u mikroorganismu ? Je mozno poklddat sporulaci za obdobi zralosti ? Vidyt spora neni
reprodukénim orgdnem a k sporulaci dochézi na zéklad$ reakce mikrobni buiiky na vnéj$i podminky.
A ani vegetativni buriky ani spory nemohou byt néjakymi stadii, nybr# jsou souddsti individuélniho
vyvoje mikrobni bunky. Dale, stadijnost u rostlin mohla vzniknout na uréitém stupni fylogenetického
vyvoje. Hledat obdobu této stadijnosti u mikroorganismi, kterd jsou na mnohem ni#$im stupni fylo-
genetického vyvoje, by nebylo spravné. I kdybychom to viak chtéli, museli bychom si nejdiive uvé-
domit, kdy individudlni vyvoj u mikroorganism zadiné a kdy konéi. Jak je tato otdzka tézkd, dokazuje
citdt z Engelsovy Dialektiky pFirody (str. 181): ,,U niz&ich Zivodichu nelze p¥esnd stanovit, co je indi-
viduum. Nejen to, zda je zivodich individuum nebo kolonie, nybr# také kde ve vyvoji jedno individuum
piestavd a druhé zadind”. Tim spife tomu je u mikroorganism?.

Abychom mohli otdzky vyvoje mikrobni bufiky zhodnotit, museli bychom piedevsim znét zdkoni-
tosti tohoto vyvoje kromé jiného také ve vztahu k ultraformdm nebo nebunéénym formém mikro-
organismit.

Zabyval jsem se snad ponékud déle teoretickymi ivahami, domnivam se v3alk, %e si této pozornosti
zasluhuji. Vime vSak vsichni z vlastni zkuSenosti, Ze u néds je nechut diskutovat o téchto otazkéch,
které nebyly oficidlné piijaty nebo zavrieny. Naproti tomu jakmile je jednou né&jakd teorie oficidlné
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uznévéna, je vieobecnd a s UZasnou rychlosti asimilovdna. Tak je mono pozorovat u ndkterych nasich
odborniki vétsi prizplisobivost. neZ u mikroorganismti. Néktefi pracovnici se snad ngkdy boji otevie-
néji promlouvat k ndkterym teoriim. Pfijimaji je nekriticky a uznavaji je automaticky. Vime dobfe,
jak probfhaly diskuse pravé v oboru biologie. Snad je diivod ten, %e néktefi védesti pracovnici se boji
oteviend pfiznat své nézory, aby snad na to nedoplatili na zéklad$ tak popfraného boje o existenci
svou vlastni existenci.

Vratme se viak k otdzkam poutziti pratokovych metod. Rekli jsme si, e i kdy% méme dosud mélo
zkulenosti 8 pouZitim téchto metod pro Fizenou proménlivost mikrobt nebo pro selekei primyslovych
mikroorganismi, dévaji tyto metody uréity ptislib do budoucna. Jde o to, aby byly pouZivény ne-
jenom na pracovisti, kde byly vynalezeny a prohloubeny, ale také na nejtetn&jiich jinych ustavech,
kde se pracuje v teoretické i u%ité mikrobiologii. Jist8, Ze by potfebovala pro uréité aplikace urditych
zmén. Nadhodili jsme tu moZnost kombinace pevného substratu jako nosi¢e s prutokovou metodou
& domnivéme se, %e pravé v zemé&dslské mikrobiologii by bylo uiti pro ziskdvéni novych udinngjsich
kmenu, & to zvl4té u azotobaktera. Zde bych se chtél zminit o jedné dileZité véci, na niZ narazil aka-
demik Mélek a kterd m4é i prakticky vyznam. Mdlek uvédi, %e pfi péstovéni azotobaktera p¥i silném
vétréni se vytvéiely pfevaZné butiky protéhlé, pfi vétrani mensim a tedy i p¥i mensim pohybu tekutiny
buiiky kulaté, ptechézejici ke klidovym formém. S podobnymi nilezy jsme se setkali i my p¥i kultivaci
azotobaktera ve velkém objemu Zivné pudy za silného provzdusiiovéni. Pii tom je zajimavé, %e v&tsi
fixace dusiku byla v butikdch mladych, protdhlych a rychle se ddlicich. KdyZ viak tyto formy azoto-
baktera byly pieneseny na Ashbyho agar, nevytvaiely se kolonie typické, pigmentované, nybrz drobné
kapkovité kolonie. Teprve po delsi dob® se azotobakter p¥izpusobil novému prostiedi, kolonie se zataly
pieméiiovat a zvolna pigmentovat. Je tedy ziejmé, Ze na zménéné podminky v pohybovém (i kdy% ne
pritokovém), silné vétraném prostiedi reaguje azotobakter tak, %e vytvaii protahlé, rychle se d&lici
tytinky, které se jen zvolna pfizpisobuji zméné na agarovém substratu. V pads viak jej nachézime
nejvice ve formé klidové, kokkovité a siln® pigmentujici. Zamyslime-li se nad touto skutetnostf, pak
muZeme dojit k zdvéru, ktery se netyké jen kultivace azotobaktera v laboratofi, ale i jeho vlastnosti
v puds, %e totiz by bylo moZno vnéjiimi zésahy zvysit Glelnd fixa¢ni schopnost azotobaktera i jeho
mnozenf. Uréité pokusy jsou nyni provédény v nafem ustavu.

Ptejdeme nyni k vlastnimu vyuZiti priatokové metody v prumyslu. Zd4 se, Ze tam, kde jde o ziskéni
co nejvétsi masy mikrobi, je pratokové kultivace se stdlym pfitokem Z%ivin jistd vhodn&jsi nes metody
statického mnozeni. To, ¢ muZeme stdlym piivodem Zivin ndkolikrdte zvysit koncentraci mikroorga-
nismii, které pii tom neptechézeji do udobi staciondrniho, ale zustavaji dlouhou dobu v tidobi loga-
ritmického mnoZeni, mé velky vyznam pro primyslovou vyrobu krmného drozdi a pod. Pravé tak
bude lze vyuZit pramyslové prutokové metody pro ziskédvéni plisfiovych amylas, penicilinu, kyseliny
citronové, atd. Viude tam, kde jde o oxydativni procesy, muZe se aplikovat s ispéchem prittokové
metoda (na pf. vyroba octa). Jak je tomu u klasického kvasného primyslu? I v tomto prumyslu se
pfechézi stdle vice a vice na kvasné kontinudlni metody. Nicménd se snahy nahradit periodiénost
vyrobnich procesit v kvasném primyslu zavdddnim kontinudlnich metod nestaly vieobecnymi. A neni
tim vinen jen konservatismus tohoto primysiu se starou tradici, %e nedoslo k zdsadni zménd techno-
logického procesu. Jsou tu i jiné ptekdiky. Jen namdtkou uvddim, %e v zemédslském lihovarstvi
je to jednak rozsah zdvodd, jednak jiné faktory, jako hustota pouZivanych zépar, viity zpusob slado-
véni, atd. Tam bude asi velmi t8%ko pfejit na kontinudlni metodu. Je té% otdzkou, do jaké miry by to
bylo ekonomické. V pivovarstvi ndm nejde ani o produkei biomasy, ani o mno#stvi produkti létkové
vymény, ale o jakost koneéného vyrobku. Pfipustme, e by se ndm mohlo podatit zkvasovat konti-
nuélng mladinu v prvni fézi a nahradit tak kvafenf ve spilce. Rozhodnd viak neni mo#no nahradit
kontinuédlnim zpisobem kvaSeni v leZdckych sudech, kde ndm jde o to, aby se kromé jiného pivo na-
sytilo kysliénikem uhli¢itym a dostalo svij typicky charakter. Podobné je tomu i u vina. Vidyt v téchto
kvasnych procesech ndm jde o to, aby prob&hly viechny &tyfi faze, jak je zndme ze stacionérniho
zptisobu kultivace, aby kvasinky splnily svij tkol, ssedly a vyrobek se vyéistil. U acetonbutanolového
kvaseni by byla obtiZnd konstrukce pritokovych tankid, v nich% by se udrZfelo anaerobni prostfedi.
Velké moznosti, jak uvadi Mélek, mé pratokovd metoda pfi vyrobd antibiotik a bakterif. V mensich
prumyslovych odvétvich nebo tam, kde se mikrobni éinnosti pou%ivé jen v omezené mife, bude se tieba
nad zavédénim pratokovych metod jeﬁté zamyslit. Snad by pfichdzelo v ivahu mlékatstvi, adkoliv
pfi zréni smetany jde o pomérn® malé mnoZstvi materidlu. Jisté viak by to stélo za zkousku.

Celd mlékaiské vyroba je kontinudlni. Jen zrani smetany a stloukéni mésla je periodické. V posledni
dobé se viak zavidi kontinudlni vyroba madsla ze sladké smetany. Vime vak, %e toto méslo, které
neobsahuje ani kyselinu mléénou, vzniklou bakterijni &innosti, ani pfirozend vznikly diacetyl, neni
trvanlivé ani chutné. Kdyby se ndm vhodnym zptsobem podafilo zafadit zrdni smetany kontinuiing,
byla by periodi¢nost podstatnd odstrandna. Je to oviem obti#né pro pomdrné dlouhou dobu zréni
smetany, pro dalsi technické obtize i proto, Ze ndm jde o ziskéni urditych chutovych vlastnosti hotového
vyrobku. Je v8ak 8koda, %e nasi mlékaisti odbornici se otézkami priutokové kultivace dosud nezabyvali.
Pravé v mlékaistvi totiz vidime, Ze mnoZeni v proudicim prostfedi mé pro tento primysl velky vyznam,
ikdy% v negativnim sméru. Setkdvéme se s tim na kazdém kroku, v ka¥dé mlékérnd pFi reinfekei mléka.
Tento zjev byl dlouho vyklddén staticky. Snazili jsme se ji% dfive ukdzat, e mlékérenskd vyroba
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jo st¥idéni vyrob pratokovych se statickymi a reinfekei mléka nebylo lze i pti nejlepsi kontrole vyloZit .
na zéklads stavajicich zésad. Stati na pf. malé znetisténi potrubi, maly zdroj infekce a pouh4 skutetnost, . 4
e je tu staly piitok Zivin, znamend, %e se mikroby v dalsim vyrobnim procesu nedmérnd intensivnéd
mno#i a vyrobek infikuji. Tak maly zdroj infelce v potrubi, na chladiti nebo v pumpé muze mit za
nésledek znehodnoceni celého produktu. Drivsjsi statické pojeti reinfekee vychézelo totiz z toho, Ze
za misto reinfokce se v provozu oznatoval ten usek, ktery vykazoval nejvyssi vzrast.v podtu kolonii
na deskéch. Tak na p¥. mléko vytékajici z pasteru vykazovalo hodnotu 100, po zchlazeni. 1000, v nadrzi
10 000 & v konvi 50 000. Tu se piedpoklads, Ze reinfelcce nastala v naddrzi nebo mezi chladiderm & nadri.
To viak, jak nam nékdy potvrdi rozbory otiskovou nebo nétérovou metodou, nemusi byt sprévné,
protoZe se neuvaZuje prirozené pomnozovéni bakterii v proudicim prostfedi. Nakonec je objeven zdroj
infekce. A maly zdroj, diky velké pomnozovaci schopnosti, mi%e podstatnd ovlivnit cely vyrobni
postup. Podobnd jsme zjistili nebezpeéné zdroje infekce u plnicich stroji na lahvové mléko. Pravidelné
stékéni mléka pies ohnisko infekce znamené znaéné pomnozeni mikrobu. Tyto zjevy se viak netykaji
jenom bakteriologie mlékafské. MiZeme se s nimi setkat v Fadd potravinfskych provozi na pf. pii
vyrobd limondd, pfi stadeni piva, v konservérenstvi, atd. I zde vidime pouzitelnost metody Malkovy
pro fefeni konkretnich ukolit v potravinaiské vyrobd. :

7 toho, co jsem zde uvedl, myslim vyplyvé, %e mulZeme hodnotit praci akademika Mélka kladnsg.
Je To ptedevsim proto, Ze autor se v i snazi vyrovnat se s nékterymi zékladnimi teoretickymi otdzkami
a postavit hypotesy nové, jako na pi. hypotesu d&leni bakterijnich- buntk a mnoZeni ve statickych
kulturdch. Za druhé je to proto, ze autor dochézi k zdvérim o vyhodnosti mnozeni mikrobi v pra-
tokovém prostiedi, coz mé vyznam nejen pro préce teoretické, nybrz pro sirokou vyrobni praxi. Kdy#
akademik Méalek psal tuto knihu, jist® nezamyslel napsat vyserpavajici monografii o tak sloZitém
problému, jako je mnoZeni mikroorganismii. K tomu by bylo zapotfebi jeste mnohého ovéieni. vysledkit
cizich 'praci, bylo by zapotiebi mnohé trp&livé préce a préce celych kolektivii. Autor chtél piedevsim
%o své bohaté praxe i-na zékladsé teoretickych tvah dét impuls k rozvinuti nejen odborné diskuse, ale
i védecké préce navazujici na jeho zékladni pojeti ddleni a mnoZeni bakterii. Proto musime knihu
akademike Mélka hodnotit jako piinos mikrobiologické véds, ktery piesahuje svym vyznamem hranice
naseho statu. . ) )

U nés byla za posledni desetileti publikovéna Yada knih z mikrobiologického odvétvi, aviak ne-
najdeme, mezi nimi jediné, kters by se tak zésadnd, jak to &ini kniha Mélkova, vypoiddala s proble-
‘matikou tohoto odvétvi. Proto se domnivam, Ze Mélkova prace O mnoZent a péstovéni mikroorganism,
zv145tS balsterii je celym syym pojetim vyznamnym dilem. Jsem presvédéen, ze kniha by mohla vzbudit
ohlas daleko za hranicemi nasi viasti a nespornd v&tsi ohlas, ne# jaky zpusobily kterékoli predchozi
Mélkovy préce u nés. Musime se opravdu divit, e mimo Biologicky ustav neni dosud pracovisté, kde
by se dusledné a systematicky konaly pokusy s metodou proudiciho prostfedi,i jak by si to tato metoda
zasluhovala. Je také chybou, Ze nés vyspdly skléisky a laboratorni pramysl jestd nevyrabi seriové
zaf{zeni pro pritokovou kultivaci. Domnivém se, %e je to zavinéno tim, %e nadi vyzkumni pracovnici
neyyutivaji dosud plnd moznosti, které jim tato metoda dévé k YeSeni teoretickych i praktickych
probléma. ) . o ,
¢ .Proto navrhuji, ,aby se tato komise usnesla doporudit vyzkumnym pracovistim v oboru teoretické
i aplikované mikrobiologie: o o o :

.1. rozvinout védecké badéni ve vyuziti pratokové metody se zietelem na Fizeni proménlivosti mikro-

- . organisml & na zvySovén{ vytéikl biomasy, fermentt i produkti metabolismu, . .

2.. propracovat v jednotlivych odddlenich mikrobiologie perspektivni plany v teoretickém bédani
i aplikaci této metody & zajistit jejich FeSeni v prubshu druhého pétiletého planu,

3. k tomu tudelu zajistit vyrobu pfislu$nych prittokovych laboratornich zai{zeni u nadeho pramyslu,

4. tam, kde vysledky ‘s prutokovou metodou prekrodily rémec laboratorni préace, urychlené zajistit
pokusnou &tvrt nebo poloprovozni vyrobu, . ) )

5. doporudit presidiu GSAV, aby utinilo vie potiebné pro vydéni Malkovy kniby s urditymi zménami
a dopliiky v ndkterém ze svétovych jazyku. ’
Kondim sviij diskusni pfispévek a 24d4m viechny piitomné, aby nejenom v soudru¥ské diskusi

se vyjadiili k problémtim, o kterych zde bylo mluveno, ale zejména, aby kazdy ve svém oboruise snazil

ovétit, uplatiiovat a rozvinovat nové zésady v kultivaci mikroorganismi a piispél tak k dalgimn rozvoji
mikrobiologické védy u nés. o - ’ '

)
Doc. Dr Jaroslav V?I(gtika

N

LN
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L8 ilhdnkovd : Selektivni inhibice drsnych forem kvasinek . Pril. VII

Charakter kolonii drsnych forem na sladinkovém agaru. (Inkubovéno 3 dny pti 30 °C.) Foto N. Bezdék.

Obr. 1. Dissociované kultura Sherry. Obr. 2. Vyisolovana drsnd forma S. fragilis. Obr. 3. Vyisolovana

drsné forma lihovarské kvasinky. Obr. 4. Dissociovand kultura lihovarské kvasinky na sladinkovém
agaru s 0,004 M cholatem sodnym.
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L. Silhdnkovd: Selektivni inhibice drsnych forem kvasinek Pril. VIIT

Charakter bunék hladkych a drsnych forem ze sladinkového agaru. (Inkubovéno 48 hod. pri 30°C.)
Zvétseno 800krat. Foto Ing. J. Vavék.

Obr. 5. 8. fragilis, hladkd forma. Obr, 6. S. fragilis, drsnd forma. Obr. 7. Lihovarské kvasinka, hladka
forma. Obr. 8. Lihovarskd kvasinka, drsné forma.

Approved For Release 2008/04/10 : CIA-RDP80T00246A002900500005-0



Approved For Release 2008/04/10 : CIA-RDP80T00246A002900500005-0

L. Silhdnkovd: Selektivni inhibice drsnych forem kvasinek Pril. IX

Vliv cholétu sodného (0,12 M) na drsné formy kvasinek na sladince. Zvétieno 800krat. Foto Ing. J. Vavék.
Obr. 9. 8. fragilis. Obr. 10. Lihovarské kvasinka.

Vliv cholatu sodného na kfisotvorné kvasinky 3 dny staré kultury. Foto N. Bezd&k.

Obr. 11. Pichia membranaefaciens, nasladinkovém agaru. Obr. 12. Pichia membranaefaciens, na sladinkovém
agaru 8 0,12 M choldtem sodnym (lesk kolonii je dobfe patrny).
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J. Weiser a O. Lysenko: Septikemie bource morusového Pril. X

Obr. 1. Pseudomonas noctuarum vlymfé uhynulé housenky bource morusového.
Barveno karbolfuchsinem. Zvétseno 2000 x . Foto Fiala.

Obr. 2. Kolonie Pseudomonas noctuarum na masopeptonovém agaru pii 25 °C po 24 hod. Zvét. 4 .
Obr. 3. Kolonie Pseudomonas noctuarum na masopeptonovém agaru pii 25 °C po 7 dnech. Zvét, 4 ~ .
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